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Malgré le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques pour lutter contre le cancer, 
une résistance aux traitements restent présentes. Cette résistance peut provenir soit de 
modifications des cellules cancéreuses préalables au traitement, elle est alors dite 
« intrinsèque », soit de modifications induites par les traitements, elle est alors appelée 
« adaptative ». De plus, le microenvironnement tumoral et en particulier l’hypoxie (1% O2) 
modulent également la sensibilité des cellules cancéreuses aux agents thérapeutiques. En absence 
d’oxygène, les cellules cancéreuses activent des voies de signalisation en réponse au stress que 
représente l’hypoxie. Dans ces conditions, le facteur de transcription HIF-1 est stabilisé et 
active la transcription de gènes cibles tels que TMEM45A. Ce gène code pour une protéine peu 
caractérisée possédant des propriétés anti-apoptotiques et impliquée dans la résistance des 
cellules d’hépatocarcinome et des cellules de cancer du sein aux agents chimiothérapeutiques. 
Le but de cette thèse est de poursuivre l’étude du rôle de la protéine TMEM45A dans la 
modulation de la réponse des cellules cancéreuses aux traitements et d’identifier par quels 
mécanismes cette protéine pourrait conférer une résistance aux agents chimiothérapeutiques.  
L’implication de TMEM45A dans la résistance aux agents chimiothérapeutiques a été étudiée 
dans deux modèles de cancer : le cancer de la tête et du cou (cellules SQD9) et le cancer du rein 
(cellules RCC4 plus pVHL). Pour ces deux types de cancer, l’ARNm de TMEM45A est 
surexprimé dans le tissu tumoral comparé au tissu sain adjacent chez les patients. La sensibilité 
des cellules cancéreuses au cisplatine a été analysée in vitro après invalidation de l’expression 
de TMEM45A par siARN ou shARN. L’invalidation de cette protéine entraine un 
ralentissement du cycle cellulaire et une modification de la sensibilité des cellules cancéreuses 
au cisplatine. De façon très inattendue, une sensibilisation des cellules SQD9 mais une 
résistance des cellules RCC4 plus pVHL sont observées. Dans le but d’identifier par quels 
mécanismes TMEM45A intervient dans la modulation de la sensibilité des cellules cancéreuses 
aux agents chimiothérapeutiques, une analyse transcriptomique a été réalisée. L’induction et la 
réparation des dommages à l’ADN induits par le cisplatine et l’activation de la voie UPR ont 
été investiguées de façon plus approfondie. Les résultats montrent que la protéine TMEM45A 
joue un rôle dans la sensibilité au cisplatine par une modulation de l’activation de la voie UPR 
menant à une résistance des cellules RCC4 plus pVHL et/ou par une dérégulation des voies de 
réparation des dommages à l’ADN induits par le cisplatine menant à une sensibilisation des 
cellules SQD9.  
L’étude de TMEM45A a été approfondie par des expériences in vivo. L’invalidation de 
l’expression de TMEM45A entraine une augmentation de la croissance tumorale in vivo, 








La protéine TMEM45A joue un rôle certain dans la réponse des cellules de cancer de la tête et 
du cou et de cancer du rein aux agents chimiothérapeutiques mais également dans la croissance 
tumorale in vivo. La prochaine étape est l’étude du rôle de TMEM45A dans la réponse aux 
traitements in vivo. L’ensemble de nos résultats conforte l’implication de TMEM45A dans 
l’agressivité tumorale et suggère que TMEM45A pourrait être utilisé comme cible d’agents 
chimiosensibilisants dans certains types de cancer, mais également comme marqueur de 








Successful remission can be achieved with chemotherapy in most cases of cancer but refractory 
diseases and relapses remain a major obstacle. Resistance to treatment can appear by intrinsic 
adaptation of cancer cells themselves but also by features of the tumor microenvironment, and more 
specifically hypoxia (1% O2). In the absence of oxygen, some signaling pathways are activated in 
cancer cells in order to response to the stress that represents hypoxia. In this condition, the 
transcription factor HIF-1 is stabilized leading to the transcription of several target genes such as 
TMEM45A. This gene codes for a protein not yet well characterized, which displays strong anti-
apoptotic properties and which seems to be involved in the resistance of hepatocellular carcinoma 
cells and breast cancer cells to chemotherapeutic drugs. The aim of the project is to pursue the study 
of the contribution of this protein in modulating the responses to treatment and of the mechanisms 
by which it acts. 
The role of TMEM45A in the resistance to chemotherapy has been studied in two models: head 
and neck squamous cell carcinoma (SQD9 cells) and renal cell carcinoma (RCC4 plus pVHL). 
For these two types of cancer a high level of TMEM45A mRNA expression in comparison to 
the adjacent healthy tissue has been observed in patients. The sensitivity of cancer cells to 
cisplatin in these models has been analyzed after silencing of TMEM45A expression by siRNA 
and shRNA. The invalidation of TMEM45A leads to a decrease in the proliferation rate and a 
modification in cell sensitivity to cisplatin with an increase in drug sensitivity for SQD9 cells 
and an increase in drug resistance for RCC4 plus pVHL cells. To identify the mechanisms 
responsible for this phenotype, we performed an RNA-sequencing analysis. Then DNA damage 
induction and repair but also the activation of the UPR signaling pathway have been 
investigated. TMEM45A influences the drug sensitivity of cancer cells depending on the cancer 
type through a modulation of cisplatin-activation of UPR pathway leading to the resistance of 
RCC4 plus pVHL cells, whereas it increased SQD9 cell sensitivity to cisplatin through the 
deregulation of cell responses to cisplatin-induced DNA damage. 
The study of TMEM45A has been deepened by in vivo experiments. The invalidation of 
TMEM45A expression led to an increase in tumor growth probably due to a modulation of 
immune cell recruitment to the tumor site.  
TMEM45A plays a significant role in the head and neck squamous cell carcinoma and renal 
cell carcinoma drug sensitivity. Furthermore, this protein seems to be involved in tumor growth 
in vivo. The next step is to study the implication of TMEM45A in response to treatment in vivo. 
Altogether our data emphasize the involvement of TMEM45A in tumor aggressiveness and 
suggest that TMEM45A might be a putative target to develop new chemosensitizing agents at 









 Chapitre 1 : Le cancer 
L’amélioration des conditions socio-économiques et les progrès de la médecine ont permis une 
augmentation importante de l’espérance de vie. Cependant, les répercussions des modifications 
de l’environnement et des modes de vie sur l’augmentation de l’incidence de certains cancers 
sont devenues une préoccupation majeure de santé publique. Le cancer constitue la deuxième 
cause de décès dans le monde. En effet, l’Organisation Mondiale de la Santé a recensé 8,8 
millions de morts en 2015. Le cancer touche environ un homme sur trois et une femme sur 
quatre. Les cancers les plus diagnostiqués en Belgique en 2016 sont repris dans la figure I1.  
Au niveau biologique, le cancer est provoqué par l’apparition successive, au niveau du génome, 
de mutations qui, progressivement, transforment une cellule saine en cellule cancéreuse dite 
« initiée », caractérisée par une prolifération anarchique. En se multipliant, les cellules dites 
transformées donnent naissance à une masse tumorale.  
 
1. Transformation des cellules normales en cellules cancéreuses 
La transformation d’une cellule normale en cellule cancéreuse est un processus multifactoriel, 
c’est-à-dire lié à une association de plusieurs facteurs, dont le rôle et l’importance dans le 
développement de la maladie sont variables (Barrett and Wiseman 1987). Ces facteurs 
comprennent : les caractéristiques de l’individu (âge, sexe et caractéristiques héréditaires), le 
comportement individuel et le mode de vie (consommation d’alcool ou de tabac, alimentation 
et activité physique) mais également l’exposition à des substances ou situations à risque 
présentes dans l’environnement. Ces facteurs environnementaux peuvent être classés en 3 
catégories : les cancérogènes physiques regroupant le rayonnement ultraviolet et les radiations 
ionisantes, les cancérogènes chimiques, comme l’amiante ou les composants de la fumée du 
tabac et les cancérogènes biologiques comprenant les virus (HIV, HPV), bactéries et parasites 
(schistosome).  
L’ensemble de ces facteurs entraine l’apparition de mutations généralement sporadiques au 
cours de la vie d’un individu. Cependant, certaines mutations peuvent être directement héritées 
et donner un caractère héréditaire au cancer. C’est le cas du cancer du sein, pour lequel des 
mutations survenant dans les gènes BRCA1 et BRCA2 sont responsables de 5 à 10% des cancers 
du sein (Campeau, Foulkes et al. 2008). Ces gènes sont des gènes suppresseurs de tumeur, ainsi 
la cancérogenèse est favorisée si une mutation entraine une perte de fonction d’une de ces deux 





Figure I1 :  Incidence des 10 cancers les plus recensés chez les hommes et les femmes en Belgique 





Figure I2 : Représentation des propriétés acquises par les cellules cancéreuses nécessaires à 
l’initiation de la cancérogenèse. (Hanahan and Weinberg 2011) 
Introduction 
2 
à 5% de l’ensemble des cancers du côlon sont provoqués par des syndromes héréditaires tels 
que le syndrome de Lynch, le syndrome de Gardner (ou la polypose adénomateuse familiale 
associée aux mutations du gène APC) et la polypose associée aux mutations bi-alléliques du 




La cancérogenèse est définie par un ensemble d’évènements qui conduisent à la transformation 
d'une cellule normale en un tissu cancéreux. Ces évènements correspondent à une accumulation 
successive d’altérations génétiques et épigénétiques à mesure des divisions cellulaires, mais 
également à l’acquisition progressive de propriétés par les cellules cancéreuses, on parle alors 
de phase d’initiation de la cancérogenèse. Il a été proposé par R.A Weinberg et D. Hanahan que 
la transformation d’une cellule normale à une cellule cancéreuse passait par l’acquisition d’au 
moins 8 propriétés (figure I2) :  
- L’indépendance vis-à-vis des signaux stimulant la prolifération 
- L’insensibilité aux signaux inhibiteurs 
- L’abolition de l’apoptose 
- Une capacité proliférative illimitée 
- Une capacité à susciter l’angiogenèse 
- L’acquisition d’un pouvoir invasif  
- Une reprogrammation du métabolisme énergétique 
- Une résistance à la destruction par les cellules du système immunitaire  
Comme décrit par Hanahan et Weinberg, l’acquisition de ces huit propriétés est possible par 
l’instabilité génétique et les mutations, mais également par l’inflammation comme moteur de 
la tumorigénèse (Hanahan and Weinberg 2011).  
 
 2.2 Promotion 
La phase d’initiation est suivie par une phase de promotion durant laquelle les cellules 
cancéreuses initiées prolifèrent de façon anarchique jusqu’à former des sous-populations 
clonales. Cette phase est accompagnée d’une néovascularisation importante. En effet, comme 
les tissus sains, les tumeurs nécessitent un apport continu et croissant en nutriments et en 
oxygène, mais également l’élimination des déchets. Afin de répondre à cette demande, le réseau 





Figure I3 : Représentation schématique de la transition épithélio-mésenchymateuse, processus 




L’angiogenèse, formation de néovaisseaux à partir de vaisseaux préexistants, prend alors place 
dans la zone périphérique de la tumeur. La prolifération des cellules endothéliales est de ce fait 
très active produisant de nouveaux vaisseaux souvent anormaux. En effet, ce sont des canaux à 
paroi mince plutôt de type veinulaire, irrégulièrement anastomosés avec de nombreux culs-de-
sac. L’angiogenèse soutient la croissance tumorale, mais permet également le développement 
des métastases lors de la phase d’invasion.  
 
 2.3 Progression 
Les tumeurs solides se divisent en deux catégories : les carcinomes et les sarcomes. Les cellules 
épithéliales dont sont issues les cellules cancéreuses de carcinome sont liées entre elles et elles 
sont fixées à la matrice extracellulaire qui les entoure les maintenant immobiles. Lors d’une 
blessure, pour devenir mobiles, les cellules épithéliales effectuent une transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT) qui les transforme temporairement en cellules mésenchymateuses 
pour qu'elles puissent migrer sur le site de la blessure. En effet, décrite au début des années 
1980, l’EMT est un processus durant lequel les cellules épithéliales perdent les caractéristiques 
qui les définissent telles que l’adhérence cellulaire ou la polarité apico-basale et acquièrent un 
phénotype mésenchymateux. Les cellules cancéreuses exploitent ce processus naturel de 
transformation cellulaire, ce qui leur donne la capacité de migration et ainsi de se déplacer. Une 
fois que les cellules cancéreuses sont parvenues à passer la membrane basale qui les maintenait 
séparées du mésenchyme, elles peuvent migrer à proximité des vaisseaux sanguins qui pourront 
leur permettre d'atteindre un nouveau tissu lors du processus métastatique (figure I3) (Peinado, 
Olmeda et al. 2007). Les sarcomes quant à eux, constituent une grande famille hétérogène de 
tumeurs rares qui dérivent d’une cellule mésenchymateuse et non épithéliale. Ces tumeurs 
peuvent se développer au niveau des tissus mous tels que le tissu adipeux, les muscles et les 
viscères ou au niveau des parties dures du corps comprenant les os et le cartilage. Les sarcomes 
sont caractérisés par une grande hétérogénéité au niveau histologique et génétique rendant 
l’identification de cibles thérapeutiques difficile (Ferrari, Sultan et al. 2011, Mohseny and 
Hogendoorn 2011, Porporato, Payen et al. 2012, Arora and Riddle 2018, Genadry, Pietrobono 
et al. 2018). On distingue alors deux catégories de tumeur. Les tumeurs bénignes dont la masse 
est bien délimitée, l’histologie du tissu reste semblable au tissu sain et les cellules composant 
la masse sont régulières. Ces tumeurs sont caractérisées par une croissance lente, l’absence de 
métastases et très peu de récidives locales après exérèse de la tumeur. A l’opposé, il existe 
également des tumeurs malignes dont la masse n’est pas limitée ou encapsidée, l’histologie du 
tissu est différente du tissu sain avec dédifférenciation ou différenciation aberrante et les 
cellules ont souvent une morphologie irrégulière. La croissance de ces tumeurs malignes est 
rapide entrainant une destruction des tissus avoisinants. Ces tumeurs sont caractérisées par le 






Figure I4 : Composition du microenvironnement tumoral. La partie supérieure de la figure 
représente les différents types cellulaires composant le microenvironnement tumoral. Ces différentes 
classes de cellules participent à la croissance et à la progression des tumeurs solides. La partie inférieure 
de la figure schématise les modulations de la composition du stroma en fonction de la progression 




3. Microenvironnement tumoral 
Le développement d’une tumeur est classiquement présenté comme un processus de sélection 
de cellules cancéreuses ayant acquis des anomalies leur conférant un avantage de croissance, 
suivies de vagues d’expansions clonales. Cependant, au cours de ces dix dernières années, de 
très nombreuses observations ont mis en évidence l’importance des interactions entre les 
cellules cancéreuses et leur microenvironnement au cours des différentes étapes de la 
cancérogenèse. Les cellules cancéreuses communiquent entre elles et avec le stroma 
environnant de manière dynamique. Cette communication se fait parfois de manière directe, par 
le biais de complexes jonctionnels et, le plus souvent, par des facteurs sécrétés dans le milieu 
extracellulaire (hormones, facteurs de croissance, chémokines, etc.) agissant sur des récepteurs 
spécifiques à la surface de leurs cibles cellulaires. Le microenvironnement tumoral diffère du 
microenvironnement « normal » par la composition biochimique de la matrice extracellulaire 
et par le fait que les populations cellulaires du stroma (fibroblastes, cellules endothéliales, 
cellules immunes, etc.), bien que non transformées, sont contrôlées par les cellules cancéreuses 
pour répondre à leurs propres besoins (figure I4). 
 
 3.1 Cellules immunitaires 
L’étude du microenvironnement tumoral s’est longtemps limitée au domaine de l’immunologie. 
L’infiltrat immunitaire tumoral comprend principalement les macrophages, cellules du système 
immunitaire inné et adaptatif. Ces cellules se retrouvent à chaque stade du développement 
tumoral. Les macrophages constituent la première ligne de défense contre les pathogènes. De 
nombreuses études ont montré que les macrophages sont présents dans la majorité des tumeurs 
au sein desquelles ils adoptent un phénotype spécifique. On parle alors de TAMs pour 
« macrophages associés aux tumeurs » (tumor-associated macrophages). Les TAMs peuvent 
être polarisés soit en macrophages M1 pro-inflammatoires, soit en macrophages M2 anti-
inflammatoires. Les macrophages M1 possèdent un phénotype antitumoral alors que les 
macrophages M2 sont pro-angiogéniques et ont été impliqués dans la régulation de la 
prolifération des cellules cancéreuses in vitro et in vivo (Suarez-Lopez, Sriram et al. 2018). La 
présence de ces deux populations de macrophages est utilisée comme marqueur de pronostic 
pour certains cancers. C’est le cas par exemple du cancer du sein pour lequel la présence de 
macrophages M2 dans le stroma a été corrélée à des tumeurs de haut grade et de grande taille 
(Medrek, Ponten et al. 2012). C’est aussi le cas du cancer du poumon dans lequel la présence 
de macrophages M2 dans le microenvironnement a été associée à une faible durée de survie 
moyenne des patients (Jackute, Zemaitis et al. 2018). Des études réalisées sur les macrophages 
associés aux tumeurs ont également mis en évidence l’implication des cellules immunitaires 
innées dans la progression tumorale. Ces études ont révélé que les macrophages sont capables 






tumorale et la formation de métastases (Gocheva, Wang et al. 2010, Quail and Joyce 2013). La 
capacité des macrophages à être reprogrammés d’un phénotype M2 vers M1, notamment par 
les techniques d’irradiation font d’eux une intéressante cible pour le développement de 
nouvelles thérapies (Genard, Wera et al. 2018).  
L’infiltrat immunitaire comprend également les lymphocytes. Les lymphocytes sont des 
globules blancs qui aident le corps à lutter contre les infections. Ils sont fabriqués dans la moelle 
osseuse, la rate et les ganglions lymphatiques, puis circulent dans les vaisseaux sanguins et 
lymphatiques. Les lymphocytes identifient les cellules étrangères et agissent rapidement pour 
les détruire. Il existe deux types principaux de lymphocytes : les lymphocytes B et les 
lymphocytes T. Ces derniers aident le corps à lutter contre les infections virales et détruisent 
les cellules cancéreuses ou anormales. 
Le système immunitaire ne parvient pas toujours à détecter et éliminer les cellules cancéreuses. 
En effet, certaines cellules cancéreuses développent des mécanismes qui leur permettent 
d’échapper au système immunitaire. L’une des plus récentes stratégies mises en évidence est le 
contournement de l’étape de fixation du lymphocyte T à la cellule cancéreuse. Elle met en jeu 
la voie PD-1/PD-L1, principale voie d’inhibition des lymphocytes T, qui est surexprimée dans 
les cellules cancéreuses, ce qui leur permet d’échapper au système immunitaire (Lu and Finn 
2008, Chen, Irving et al. 2012). De récentes études ont mis en évidence l’intérêt thérapeutique 
de cette voie de signalisation. Cependant, des voies de résistance contre les traitements ciblant 
PD-1/PD-L1 ont déjà été observées dans certains types de cancer comme le cancer de la tête et 
du cou (Shayan, Srivastava et al. 2017).   
 
 3.2 Les fibroblastes 
Les fibroblastes sont des cellules peu différenciées, précurseurs du tissu conjonctif dérivant de 
cellules du mésenchyme. Les fibroblastes sont présents dans le derme où ils produisent les 
composants de la matrice extracellulaire comme les fibres de collagène et l'élastine. En 
condition tumorale, les fibroblastes peuvent être activés par des facteurs de croissance tels que 
le TGF-ß (transforming growth factor ß), des chémokines telles que MCP1 (monocyte 
chemotactic protein 1) et/ou des protéases dégradant la matrice extracellulaire. Cette activation 
conduit à une sécrétion accrue de protéines de la matrice extracellulaire comme le collagène de 
type I, la ténascine C et la fibronectine. Ces fibroblastes activés sont appelés CAF, pour « 








 3.3 Cellules endothéliales et péricytes 
Les cellules endothéliales, dérivées de cellules du mésenchyme, tapissent la face interne des 
vaisseaux et assurent leur intégrité. L’induction permanente de l’angiogenèse au sein d’une 
tumeur entraine une prolifération importante de ces cellules au sein du microenvironnement 
tumoral (Hanahan and Coussens 2012). 
Les péricytes, aussi appelées cellules de Rouget, sont des cellules dites « murales » retrouvées 
le long de la lame basale de l’endothélium des capillaires. Contenant des fibres contractiles, ces 
cellules peuvent également être classées en cellules musculaires lisses. Ces cellules longtemps 
décrites comme étant absentes de la néovasculature tumorale ont récemment été associées à la 
vascularisation de la plupart des tumeurs. Les péricytes ont été également définis comme 
médiateurs de nombreux processus associés avec la progression tumorale tels que l’angiogenèse 
et la formation de métastases (Bergers and Song 2005, Raza, Franklin et al. 2010). En effet, les 
modifications d’expression de facteurs pro-angiogéniques observées au sein d’une tumeur 
entrainent un remodelage constant des vaisseaux sanguins. Ce remodelage implique la 
formation et la régression simultanée de vaisseaux, stimulant de façon aberrante la formation 
et l’activation des péricytes.  
 
Conclusion 
La cancérogenèse est un processus complexe et multifactoriel. De plus, il a été mis en évidence 
que la croissance tumorale ne dépendait pas uniquement des cellules cancéreuses, mais 
également du microenvironnement qui entoure la tumeur. Les différents composants du 
microenvironnement tumoral influencent non seulement la prolifération des cellules 
cancéreuses, l’angiogenèse et la formation de métastases, mais également la résistance aux 
traitements (McMillin, Negri et al. 2013). D’autres conditions environnementales peuvent 
façonner activement le développement tumoral. C’est le cas de l’acidité, de la présence de 
facteurs de croissance ou encore de l’hypoxie qui nous intéressera plus particulièrement dans 
le cadre de cette thèse (Junttila and de Sauvage 2013). La compréhension du 
microenvironnement tumoral est essentielle pour le développement de traitements ciblant une 
tumeur dans tous ses aspects : les cellules cancéreuses, bien sûr, mais également le milieu qui 
leur permet de croître et de se propager. De tels traitements issus de la recherche sur le 
microenvironnement tumoral, plutôt que sur la cellule cancéreuse elle-même sont d’ailleurs 








 Chapitre 2 : Hypoxie 
1. Définition 
Comme décrit précédemment, la croissance tumorale, provoque l’apparition de zones, au cœur 
de la tumeur solide, où l’apport sanguin et, par conséquent l’apport en oxygène et nutriments, 
sont diminués. Ce phénomène, appelé hypoxie, correspond à une pression partielle en oxygène 
inadaptée, qui impacte les tissus et les fonctions cellulaires. De nombreuses études ont révélé 
que 50 à 60% des tumeurs solides avancées présentaient des zones d’hypoxie distribuées de 
façon hétérogène au sein de la tumeur (Vaupel and Mayer 2007).  
Lorsque notre organisme vient à manquer d’oxygène, le corps s’adapte, afin de maintenir une 
oxygénation optimale des cellules. Premièrement, des adaptations systémiques permettant une 
meilleure circulation et diffusion de l’oxygène au niveau des tissus se mettent en place. Ces 
adaptations comprennent une hyperventilation pulmonaire, une dilatation des vaisseaux 
sanguins et une inhibition de la vasoconstriction permettant d’augmenter l’apport en oxygène 
au sein des tissus (Heistad and Abboud 1980).  
Dans un second temps, au niveau cellulaire, un switch métabolique de la phosphorylation 
oxydative vers la glycolyse se met en place afin de préserver la production d’ATP en absence 
d’oxygène. De plus, les processus non essentiels à la survie cellulaire et consommateurs 
d’énergie tels que la synthèse protéique sont inhibés. En effet, en condition d’hypoxie, la 
synthèse protéique est diminuée de 60 à 70% par une inhibition de la phase d’initiation de la 
traduction des ARNm en protéines (Wouters, van den Beucken et al. 2005). L’hypoxie peut 
également entrainer une accumulation de protéines mal conformées au sein du réticulum 
endoplasmique et ainsi activer la voie UPR (Unfolded Protein Response) (Zhang and Kaufman 
2006). La voie UPR sera présentée plus en détail dans le chapitre 6 de l’introduction.  
Au niveau moléculaire, l’hypoxie, par l’intermédiaire de voies de réponse spécifiques comme 
celle des protéines de la famille HIF (Hypoxia Inducible Factor), induit l’activation de plusieurs 
voies de signalisation. Ces voies régulent de nombreux processus cellulaires tels que 
l’angiogenèse, le métabolisme, la prolifération cellulaire, l’apoptose ou encore le remodelage 
tissulaire (Harris 2002, Michiels 2004, Semenza 2012). 
Il existe deux types d’hypoxie : l’hypoxie cyclique provoquée par une fluctuation spatiale et 
temporelle du niveau d’oxygène et l’hypoxie chronique qui, elle, persiste dans le temps. Les 
voies de signalisations activées en réponse à l’hypoxie cyclique diffèrent de celles activées en 
condition d’hypoxie chronique. Cependant, ces deux types d’hypoxie mènent à une 
augmentation de l’angiogenèse, de l’inflammation tumorale, de la formation de métastases et 





Figure I5 :  Organisation structurelle des protéines de la famille HIF. Ces protéines sont composées 
de domaines bHLH et PAS permettant l’hétérodimérisation et la liaison à l’ADN, des domaines de 
transactivation TAD permettant l’interaction de HIF avec des coactivateurs transcriptionnels tels que 
p300 et CBP, d’un domaine de dégradation dépendant de l’oxygène ODD et d’un domaine inhibiteur 






Figure I6 : Régulation de la protéine HIF-1. La protéine HIF-1 peut être régulée par (a) des facteurs 
de croissance, (b) la protéine pVHL, (c) la protéine inhibitrice FIH-1, (d) ubiquitination via la voie de 
signalisation Mdm2-p53 et (e) la protéine HSP90. L’ensemble de ces voies régule l’activité de HIF-1 





HIF-1 est un facteur de transcription décrit pour la première fois par Semenza et al en 1992 
(Semenza and Wang 1992). En effet, ils ont découvert que HIF-1 se liait sur une séquence 
consensus au niveau d’un enhancer du gène codant pour l’érythropoïétine (EPO) lorsque des 
cellules d’hépatocarcinome (Hep3B) étaient incubées en hypoxie. Cette découverte est liée à 
l’identification d’une séquence consensus 5′-RCGTG-3′ appelée HRE (Hypoxia Response 
Element) présente dans la région 3’ enhancer du gène codant pour l’EPO (Goldberg, Dunning 
et al. 1988). Par la suite, d’autres études ont révélé que HIF-1 était un hétérodimère constitué 
de deux sous unités, HIF-1α et HIF-1β, également appelée ARNT pour aryl hydrocarbon 
receptor nuclear translocator. Il existe deux homologues à HIF-1 : HIF-2 et HIF-3. Ces 
protéines appartiennent à la famille des bHLH-PAS (Basic Helix-Loop-Helix– Per-ARNT-
Sim). Le nom bHLH-PAS fait référence aux domaines bHLH et PAS qui permettent aux sous-
unités  et  d’interagir entre elles (Figure I5) (Ke and Costa 2006).  
La structure d’HIF-1α se compose de différents domaines : deux domaines permettant 
l’hétérodimérisation et la liaison à l’ADN (bHLH et PAS), deux domaines de transactivation 
(TAD) permettant l’interaction de HIF avec des coactivateurs transcriptionnels, d’un domaine 
de dégradation dépendant de l’oxygène (ODD) et d’un domaine inhibiteur (ID) (figure I5) 
(Prabhakar and Semenza 2012, Masoud and Li 2015). L’expression de HIF-1α est induite par 
l’hypoxie de manière ubiquiste dans l’ensemble des tissus alors que HIF-2α est exprimé 
uniquement dans des tissus spécifiques comme dans les vaisseaux sanguins et les poumons 
(Prabhakar and Semenza 2012). HIF-1β, quant à lui, est exprimé de manière constitutive dans 
le noyau. Il possède les domaines bHLH et PAS mais aucun domaine de transactivation 
(Schofield and Ratcliffe 2004).  
 
3. Régulation de HIF-1 
L’accumulation et l’activation de la protéine HIF-1 sont minutieusement régulées au sein des 
cellules. Indépendamment du niveau d’oxygène, HIF-1 est constitutivement transcrit et 
synthétisé de façon régulée par diverses voies de signalisation et facteurs de croissance repris 
dans la figure I6 (Masoud and Li 2015). Cependant, en condition de normoxie, HIF-1 est 
rapidement dégradé (temps de demi-vie d’environ 5 minutes) (Salceda and Caro 1997) via des 
modifications post-traductionnelles telles que l’ubiquitination.  
En normoxie, HIF-1α est poly ubiquitinylée et ciblée pour la dégradation par le protéasome par 
les prolyl-hydroxylases (PHD). Les PHD, appelées senseurs d’O2, sont les régulateurs 
principaux de HIF-1α en induisant sa dégradation par le protéasome (Figure I7) (Appelhoff, 
Tian et al. 2004). Il existe trois isoformes de cette enzyme : PHD 1, 2 et 3.  
 
 
 Figure I7 : Régulation de la stabilité de la 
protéine HIF-1 dépendante de l’oxygène. La 
sous-unité HIF-1  est hydroxylée au niveau de 
2 résidus prolines par les enzymes PHD. Cette 
réaction nécessite de l’oxygène, du fer et de 
l’oxoglutarate. Après hydroxylation, la protéine 
pVHL se fixe à la protéine HIF-1  entrainant 
son ubiquitination et sa dégradation par le 
protéasome. En absence d’oxygène, cette 
réaction n’a plus lieu et la sous unité HIF-1 est 
stabilisée, transloquée au noyau où elle pourra 
former un facteur de transcription actif avec HIF-
1 (ARNT) et ses coactivateurs (p300 et CBP). 






















Berra et al ont montré en 2003 que la régulation de HIF-1 en condition de normoxie dépendait 
principalement de l’isoforme PHD2 (Berra, Benizri et al. 2003). Les protéines PHDs font partie 
de la famille des dioxygénases dépendant du 2-oxoglutarate et nécessitent l’oxygène, le fer et 
l’ascorbate pour exercer leur activité (Fong and Takeda 2008).  Une fois liée à ses cofacteurs, 
la protéine PHD utilise l’oxygène comme substrat pour former des résidus 4-hydroxyprolines 
sur les prolines 402 et 564 du domaine ODD de HIF-1α. L’hydroxylation des résidus proline 
de HIF-1 permet alors la liaison de la protéine pVHL (von Hippel-Lindeau) (Mole, Maxwell 
et al. 2001). pVHL fait partie d’un complexe E3 ubiquitine ligase comprenant les élongines 2 
et 3, la culline 2 ainsi que RBX1 (RING box protein 1). L’hydroxylation des résidus prolines 
par les PHDs déclenche la liaison et l’ubiquitination de HIF-1 par pVHL, menant à sa 
dégradation par le protéasome (figure I7).  
En condition d’hypoxie, les PHDs sont inactives car leur cofacteur, l’O2, n’est plus disponible 
entrainant la stabilisation et l’accumulation de HIF-1 qui est alors transloqué dans le noyau 
où il se lie à HIF-1 et forme le facteur de transcription HIF-1 fonctionnel par dimérisation 
grâce aux domaines bHLH et PAS. Une fois lié à la séquence HRE de l’ADN, ce complexe doit 
interagir avec un des deux cofacteurs transcriptionnels essentiels pour pouvoir induire 
l’expression de ses gènes cibles : p300 et CBP (Creb binding protein). La liaison de ce 
complexe aux séquences HRE entraine la transcription d’un large panel de gènes requis pour 
l’adaptation de la cellule à l’hypoxie (Ke and Costa 2006, Schodel, Grampp et al. 2016) (Figure 
I7). 
L’activité de HIF-1 peut également être régulée par FIH-1 (Factor inhibiting HIF), inhibiteur 
de l’activité transcriptionnelle de HIF-1  (Mahon, Hirota et al. 2001). FIH-1 ajoute un 
groupement hydroxyle sur un résidu asparagine, ASN 803, localisé au niveau du domaine TAD 
situé à l’extrémité C-terminale de HIF-1α empêchant la liaison du cofacteur p300 ou CBP et 
ainsi la transcription des gènes cibles de HIF-1 (Schofield and Ratcliffe 2004). De plus, la 
stabilisation et/ou la synthèse de HIF-1 en hypoxie pourrait être dépendante de l’activation 
des voies PI3K/Akt et des MAPKs (mitogen-activated protein kinases) (Michiels 2004, Masoud 
and Li 2015).  
 
4. Cibles de HIF 
L’hypoxie présente dans les tumeurs solides favorise la progression tumorale et la résistance à 
la radio- et à la chimiothérapie. Les mécanismes sous-jacents commencent à être élucidés grâce 
à l’étude des différents gènes cibles de HIF-1. Plus de 100 gènes cibles putatifs de HIF-1 ont 
été recensés. Ces gènes cibles codent pour des protéines impliquées dans des processus 
essentiels à l’adaptation des cellules aux conditions hypoxiques tels que l’angiogenèse, le 





Figure I9 : Activation de HIF-1 et HIF-2 dans différents types de cancer. L’expression de HIF-1 et 
HIF-2 a été détectée par immuno-histochimie. + : expression détectée ; - : expression non détectée ; 
NSCLC : non-small-cell lung cancer. (Rankin and Giaccia 2008)  
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active la transcription de l’EPO afin de favoriser la production d’érythrocytes, mais permet 
aussi la promotion de l’angiogenèse par l’activation de la transcription du gène codant pour le 
VEGF (vascular endothelial growth factor). HIF-1 est capable également d’induire le switch 
métabolique par activation de la transcription des enzymes glycolytiques telles que PGK1 
(phosphoglycérate kinase 1), PKM (pyruvate kinase M), PFK, l’aldolase A ou la GAPDH 
(glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase) (Semenza 2003, Michiels 2004). 
 
5. Hypoxie et cancer 
L’hypoxie est une caractéristique majeure des tumeurs solides. En effet, le taux de prolifération 
élevé des cellules cancéreuses couplé à une néovascularisation anarchique limite la diffusion 
de l’oxygène au sein de la tumeur. En 1999, Zhong et al ont analysé le niveau d’expression de 
HIF-1 pour différent cancer et tissus sain. Il a été montré que 88% des tissus non cancéreux ne 
montraient aucune expression de HIF-1 alors que 53% des tissus tumoraux étudiés 
surexprimaient cette protéine (Zhong, De Marzo et al. 1999). La présence de ce facteur de 
transcription semble être essentielle à la progression tumorale puisque lorsqu’il est inactivé de 
façon expérimentale dans de nombreux cancers, la croissance tumorale, la vascularisation et le 
nombre de métastases diminuent en comparaison aux tumeurs contrôles (Semenza 2010). De 
plus, pour de nombreux cancers, un niveau d’expression élevé de HIF-1 et/ou HIF-2 a été 
corrélé à un mauvais pronostic (figure I9) (Rankin and Giaccia 2008). L’implication de cette 
protéine dans la progression tumorale a été longuement étudiée. HIF-1 promeut le 
développement tumoral par différentes voies : augmentation de l’angiogenèse, modification de 
la transition épithélio-mésenchymateuse, régulation du pH, augmentation du potentiel invasif, 
régulation du switch métabolique, instabilité génomique et résistance aux traitements (Semenza 
2012).  
De nombreux gènes cibles de HIF-1 permettant l’adaptation du microenvironnement à 
l’hypoxie, y compris ceux cités précédemment, favorisent la progression tumorale vers un 
phénotype agressif et induisent une résistance aux agents chimiothérapeutiques (Cosse and 
Michiels 2008). Comme décrit précédemment, la transition épithélio-mésenchymateuse est un 
facteur clé lors de la progression cancéreuse. La régulation de l’EMT est primordiale afin 
d’empêcher les métastases cancéreuses. L’E-cadhérine est une molécule d’adhérence qui joue 
un rôle dans la régulation de la formation de métastases. De nombreux facteurs de transcription 
sont capables de réprimer l’expression de l’E-cadhérine, c’est le cas de TWIST (Twist-related 
protein), favorisant alors la formation de métastases. En condition d’hypoxie, TWIST est 
surexprimé grâce au facteur de transcription HIF-1, ce qui conduit à une diminution de 
l’abondance de l’E-cadhérine et in fine à la formation de métastases (Beavon 1999, Chen, Chen 






En condition d’hypoxie, les cellules cancéreuses utilisent la glycolyse plutôt que la 
phosphorylation oxydative pour produire de l’ATP, entrainant ainsi une acidification de 
l’environnement tumoral. Pour empêcher ce phénomène, HIF-1 active la transcription de CAIX 
(l’anhydrase carbonique IX). Cette enzyme catalyse la réaction du dioxyde de carbone plus de 
l’eau en proton et HCO3- exportables hors de la cellule permettant de maintenir un pH 
intracellulaire optimal (Pastorekova, Zatovicova et al. 2008). Il a été également démontré, dans 
le cancer du sein, qu’une diminution de l’expression de CAIX diminuait la croissance tumorale. 
Cette étude souligne donc l’importance de la régulation du pH au sein d’une tumeur, mais 
également son rôle dans la progression tumorale (Robertson, Potter et al. 2004).  
L’hypoxie peut également avoir un impact direct sur des processus biologiques 
indépendamment de HIF-1. En effet, comme cité précédemment, l’hypoxie active la voie UPR 
et favorise ainsi la survie et la croissance cellulaire. Au sein du réticulum endoplasmique (RE), 
les protéines peuvent subir des modifications post-traductionnelles telles que des liaisons 
disulfures. Ces modifications sont catalysées par des disulfures isomérases dont l’activité est 
dépendante du niveau d’oxygène. Ainsi l’hypoxie peut conduire à l’accumulation de protéines 
mal repliées au sein du RE et à une activation de l’UPR. Cette accumulation de protéines peut 
également être causée par la privation de glucose souvent associée à l’hypoxie. L’activation de 
l’UPR entraine alors l’activation de facteurs de transcription et la synthèse de protéines afin de 
répondre au stress que représente l’hypoxie. Ces effets directs de l’hypoxie sur l’UPR favorisent 
la survie des cellules cancéreuses (Wouters and Koritzinsky 2008, Wang and Kaufman 2014).  
 
6. Hypoxie et résistance aux traitements 
En plus de favoriser la progression de la tumeur, l’hypoxie peut également provoquer une 
résistance aux agents chimiothérapeutiques. En effet, la structure anarchique et anormale de la 
vascularisation tumorale entraine une distribution inégale de l’agent chimiothérapeutique au 
sein de la tumeur avec dans les zones hypoxiques une diminution d’agent chimiothérapeutique 
en comparaison aux cellules proches des vaisseaux. De plus, certains traitements nécessitent de 
l’oxygène pour agir. C’est le cas de la doxorubicine qui utilise l’oxygène pour former un anion 
superoxyde devenant cytotoxique pour la cellule. En hypoxie, l’anion superoxyde n’est pas 
formé, limitant ainsi l’action de la doxorubicine (Tredan, Galmarini et al. 2007).  
Le facteur de transcription HIF-1 peut également entrainer une chimiorésistance via la 
surexpression de certains de ses gènes cibles. Parmi ces gènes, MDR-1 et MRP1 codent pour 
des protéines qui permettent d’exporter les drogues en dehors de la cellule (Zhu, Chen et al. 
2005) lui conférant alors une résistance aux agents anti-cancéreux. HIF-1 peut également 






protéines impliquées dans l’apoptose. Flamant et al ont montré en 2010 que l’expression de 
gènes pro-apoptotiques tels que Bak et les caspase 3, 8 et 10 était diminuée par HIF-1 en 
hypoxie. D’autres études ont également montré que HIF-1 peut réguler l’expression de gènes 
pro-apoptotiques tels que Bax et Bid et induire la chimiorésistance (Erler, Cawthorne et al. 
2004, Rebucci and Michiels 2013). En 2009, Arumugan et al ont mis en évidence une 
corrélation inverse entre le niveau d’expression de l’E-cadherine et de Zeb-1 et la résistance au 
cisplatine de cellules issues de cancer du pancréas (Arumugam, Ramachandran et al. 2009). De 
plus, une déplétion du gène TWIST et Snail, deux inducteurs de l’EMT, entraine une 
sensibilisation de cellules provenant de cancer du poumon et de cancer de la tête et du cou au 
cisplatine (Zhuo, Wang et al. 2008, Hsu, Lan et al. 2010). Depuis lors, de nombreuses études 
ont impliqué l’EMT dans la chimiorésistance.  
Cependant, il reste encore beaucoup de questions quant au rôle de l’hypoxie dans la réponse 
aux traitements. Depuis quelques années, le professeur Carine Michiels et son équipe travaillent 
sur cette thématique de recherche. En 2008, Sermeus et al ont montré que l’hypoxie protégeait 
certaines lignées cellulaires cancéreuses de la mort induite par les agents chimiothérapeutiques. 
En effet, en condition d’hypoxie, les cellules dérivées d’hépatocarcinome (HepG2) sont 
protégées de la mort cellulaire induite par l’étoposide. De même, les cellules dérivées d’un 
carcinome du sein (MDA-MB-231) sont résistantes au taxol en hypoxie (Sermeus, Cosse et al. 
2008). Comprendre les mécanismes impliqués dans la résistance induite par l’hypoxie est 
primordial pour permettre l’amélioration des traitements anti-cancéreux. 
Dans ce contexte de chimiorésistance induite par l’hypoxie, en 2012, Flamant et al ont réalisé 
une analyse transcriptomique afin d’étudier les gènes dont l’expression est modulée en hypoxie 
avec ou sans agent chimiothérapeutique. Cette étude a été réalisée sur les cellules MDA-MB-
231 incubées en normoxie ou hypoxie en présence ou en absence de taxol. Leurs résultats ont 
montré que le gène dont l’expression est la plus fortement augmentée en hypoxie est le gène 
codant pour TMEM45A. Pour démontrer que l’expression de TMEM45A est dépendante du 
facteur de transcription HIF-1, Flamant et al ont ensuite invalidé l’expression de HIF-1α par 
siARN. En condition d’hypoxie, l’abondance de TMEM45A dans les cellules contrôles était très 
fortement augmentée par rapport aux cellules incubées en normoxie, tandis que l’expression de 
TMEM45A était fortement diminuée lorsque HIF-1α n’était plus présent que ce soit en normoxie 
ou en hypoxie. Cette expérience a permis de montrer que l’expression de TMEM45A est 
dépendante du facteur de transcription HIF-1 (Flamant, Roegiers et al. 2012). 
En 2007, Martin-Rendon et al ont montré que la capacité clonogénique myéloïde des cellules 
du cordon ombilical CD133+ dans une atmosphère à 1,5 % d’oxygène était augmentée. Une 
analyse transcriptomique a été réalisée afin d’analyser la signature des gènes en hypoxie dans 
ce type cellulaire. Dans ces conditions, l’expression de TMEM45A était augmentée (Martin-






par des études supplémentaires. En 2014, Olbryt et al ont montré par analyses transcriptomiques 
que l’expression de TMEM45A est augmentée dans des cellules de mélanome, de cancer des 
ovaires et de cancer de la prostate lorsqu’elles sont incubées 72h en hypoxie chronique, mais 
également lorsque les cellules sont exposées à de l’hypoxie cyclique. Par ailleurs, la sévérité de 
l’hypoxie influence la régulation de l’expression de TMEM45A (Olbryt, Habryka et al. 2014). 
Des cellules de gliomes exposées à 3 % d’O2 présentent une expression de TMEM45A 
augmentée comparée à la normoxie et cette augmentation est d’autant plus grande lorsque les 
cellules sont incubées en présence de 0,3 % d’O2  (Nissou, El Atifi et al. 2013). 
Par ailleurs, il est également possible d’augmenter le niveau d’expression de TMEM45A sans 
incuber les cellules en hypoxie. En effet, Radreau et al ont montré que des cellules épithéliales 
du cristallin exposées à la quercétine, une molécule flavonoïde, expriment 2 fois plus 
TMEM45A que les cellules contrôles. Ils ont démontré que la quercétine induit la stabilisation 
de HIF-1α, expliquant ainsi l’augmentation de l’abondance de TMEM45A (Radreau, Rhodes et 
al. 2009). 
Lors de leur étude, Flamant et al ont également étudié l’implication éventuelle de la protéine 
TMEM45A dans la chimiorésistance conférée par l’hypoxie. Ils ont observé une restauration 
de la mort cellulaire induite par le taxol suite à l’invalidation de l’expression de TMEM45A 
dans des cellules MDA-MB-231 exposées à l’hypoxie. Pour confirmer le rôle de cette protéine 
dans la sensibilité des cellules cancéreuses aux agents chimiothérapeutiques, l’expression de 
TMEM45A a été invalidée dans le second modèle, les cellules HepG2. Dans ces conditions, 
l’invalidation de l’expression de TMEM45A a démontré l’implication de cette protéine dans la 
protection induite par l’hypoxie suite à l’incubation des cellules en présence d’étoposide 
(Flamant, Roegiers et al. 2012).  
 
Conclusion 
Ce chapitre met en évidence l’implication du microenvironnement et plus particulièrement de 
l’hypoxie dans la résistance des cellules cancéreuses face aux chimiothérapies. Les études 
réalisées sur la protéine TMEM45A, protéine identifiée en condition d’hypoxie, ont permis de 
mettre en évidence un rôle de cette protéine dans la protection conférée par l’hypoxie contre la 
mort cellulaire induite par des agents thérapeutiques. Dès lors, il semble intéressant d’étudier 
plus en détail la protéine TMEM45A ainsi que son rôle dans l’apoptose et la chimiorésistance 
afin d’utiliser cette protéine comme marqueur potentiel dans le développement tumoral et la 







Chapitre 3 : Les protéines TMEM 
1. La super-famille TMEM 
La super-famille TMEM encode des protéines transmembranaires très peu caractérisées. Ces 
protéines sont localisées dans les membranes cellulaires telles que les membranes des 
mitochondries, du réticulum endoplasmique ou de l’appareil de Golgi (Wrzesinski, Szelag et 
al. 2015). Un grand nombre d’entre elles ont été impliquées dans le cancer comme décrit dans 





























































































































Figure I11 : Représentation schématique de l’épissage alternatif de l’ARNm de TMEM45A chez 






Figure I12 : Tableau reprenant les différents transcrits de TMEM45A chez l’Homme. Les trois 




2. La famille TMEM45 
La protéine TMEM45A aussi connue sous le nom de DERP7, FLJ10134 et DNAPTP4 fait 
partie de la famille TMEM45 (fonction inconnue DUF716) qui encode des protéines 
transmembranaires non caractérisées. Cette famille comprend trois membres considérés comme 
paralogues : TMEM45A, TMEM45B (BC016153 ou FLJ40787) et TEDDM1 (TMEM45C, 
EDDM9, Epdd1 ou HE9) (Uniprot). Le gène TMEM45B code pour cinq transcrits dont deux 
seulement codent pour une protéine fonctionnelle.  Le gène TMEM45C code quant à lui un seul 
transcrit produisant la protéine transmembranaire épididymale 1. BioGPS regroupe les analyses 
qui étudient l’expression de l’ARNm de différents gènes chez l’homme et chez la souris. Chez 
l’homme, l’ARNm de TMEM45B est exprimé exclusivement dans le colon et le rectum alors 
que l’ARNm de TMEM45C est majoritairement retrouvé dans l’épididyme (BioGPS). La figure 
I10 montre que l’ARNm de TMEM45A est fortement exprimé dans la peau, le placenta, le tissu 
adipeux et les muscles lisses chez l’humain. Flamant et al ont d’ailleurs montré que TMEM45A 
était exprimé par les kératinocytes humains différenciés (Flamant, Roegiers et al. 2012).  
Il existe 44% et 36% d’identité entre la protéine TMEM45A et ces deux paralogues, TMEM45B 
et TMEM45C respectivement (NCBI). Très peu d’informations sont disponibles concernant ces 
protéines. Cela est probablement dû aux difficultés rencontrées lors de leur extraction ou de 
leur analyse. En effet, TMEM45B possède des domaines qui seraient responsables de son 
agrégation thermique dans les gels SDS-PAGE (Okada, Yamamoto et al. 2011).  
 
3. TMEM45A 
Chez l’homme, le gène TMEM45A est localisé dans la région 12.2 du petit bras du chromosome 
3. Il existe 7 transcrits connus de TMEM45A produits par épissage alternatif (figure I11). 
Cependant, seulement 3 de ces transcrits sont codants (figure I12) (Ensembl). Le promoteur du 
gène TMEM45A contient un site spécifique NF-Y et un site de liaison pour HIF-1 indiquant que 
son expression serait induite en condition d’hypoxie. Des études récentes ont effectivement 
démontré que l’expression du gène TMEM45A est induite par l’hypoxie dans les cellules HepG2 
et MDA-MB-231 comme explicité dans le point 6 du chapitre 2 mais également dans les 
cellules MCF7 et les cellules HeLa (Benita, Kikuchi et al. 2009, Flamant, Roegiers et al. 2012) 
Très peu de choses sont connues sur la protéine TMEM45A. Elle est prédite comme étant 
transmembranaire, avec 3, 5 ou 7 domaines transmembranaires. Elle possède également un 
domaine pfam DUF716 (domain of unknown function) associé à la famille des protéines 
TMEM45. Il existe trois isoformes de la protéine prédite avec 191; 275 ou 291 acides aminés 
et 21,9; 31,7 et 33,5 kDa (figure I12) (Ensembl). Le gène est conservé parmi les espèces 





Figure I13 : Niveau d’expression de l’ARNm de TMEM45A dans différents types de cancer. Le 
niveau d’expression de TMEM45A a été analysé par The Cancer Genome Atlas (TCGA) via une 
expérience de RNA sequencing dans 17 types de cancer et est reporté sur ce graphique par la médiane 
du nombre de fragments par kilobase d’exon pour un million de read. TMEM45A est le plus fortement 




100 %, 78% et 46% d’identité respectivement. Cependant, on ne retrouve pas d’orthologues du 
gène chez les drosophiles ni chez C. elegans, indiquant que TMEM45A est important pour les 
organismes plus complexes (www.ensembl.org). 
Une étude récente réalisée par Hayez et al a montré que TMEM45A est localisée dans le réseau 
trans-golgien. De plus, cette protéine a été définie comme étant un marqueur de différenciation 
tardif des kératinocytes. En effet, il a été mis en évidence une corrélation entre une 
augmentation de son niveau d’expression et la différenciation épidermique (Mattiuzzo, Toulza 
et al. 2011, Hayez, Malaisse et al. 2014). Cependant, aucune implication de TMEM45A dans 
la morphogénèse, la différentiation épidermique et la formation de la barrière de l’épiderme n’a 
été mise en évidence. En effet, une lignée de souris knockout pour TMEM45A a été générée et 
aucune altération morphologique de la barrière épithéliale n’a été observée lors de 
l’embryogenèse ou chez les animaux adultes (Hayez, Roegiers et al. 2016).  
Les résultats obtenus par Aurélie Hayez durant sa thèse ont également montré que l’absence 
d’expression de TMEM45A entrainait l’apparition de granules denses non identifiées et altérait 
la distribution des endosomes précoces (EEA1 et VPS26).  
 
4. TMEM45A dans les pathologies 
Des études sur l’implication de TMEM45A dans les pathologies ont révélé une augmentation 
de son niveau d’expression dans les biopsies de peau avec des lésions de psoriasis et de kératose 
actinique mais pas dans les biopsies de dermatite atopique, mélanomes et carcinomes 
basocellulaire ou spinocellulaire (Hudson, Gale et al. 2010, Gerber, Buhren et al. 2014, 
Lambert, Mladkova et al. 2014). Cependant, dans les bases de données telles que The Human 
Protein Atlas, TMEM45A semble être exprimé dans différents types de cancer (figure I13). De 
plus, comme décrit dans la revue citée précédemment, TMEM45A a été impliquée dans la 
prolifération et l’invasion du cancer de l’ovaire et du gliome (Guo, Chen et al. 2015, Sun, Qiu 
et al. 2015). Une augmentation du niveau de l’expression de TMEM45A a également été 
associée à un mauvais pronostic chez les patients atteints d’un cancer du sein, de l’ovaire et de 
la vessie. (Crijns, Fehrmann et al. 2009, Flamant, Roegiers et al. 2012, Urquidi, Goodison et al. 
2012). Paradoxalement, Lee et al ont montré in vivo, que TMEM45A inhiberait la progression 
du cancer du sein (Lee, Stewart et al. 2012). 
De plus, Flamant et al ont mis en évidence une implication de TMEM45A dans la 
chimiorésistance des cellules HepG2 et MDA-MB-231 en condition d’hypoxie (Flamant, 
Roegiers et al. 2012). Ainsi il serait intéressant d’étudier l’implication de cette protéine dans la 
croissance tumorale mais également dans la réponse des cellules cancéreuses aux traitements 





Figure I14 : Niveau d’expression de l’ARNm de TMEM45A dans le cancer de la tête et du cou, le 
cancer du rein et le cancer du sein chez l’Homme. Après biopsies, les ARN totaux ont été extraits des 
tissus tumoraux et des tissus sains adjacents pour chaque patient puis l’ARNm de TMEM45A a été 
quantifié par RT-qPCR en utilisant 23 kDa comme gène de référence pour le cancer de la tête et du cou 




5. Expression de TMEM45A dans le cancer 
Le niveau d’expression de l’ARNm du gène TMEM45A a été étudié dans des biopsies de 
patients atteints de différents types de cancer. Cette étude a été réalisée en collaboration avec 
la biobanque du CHU-UCL Namur -Mont Godinne. Pour cela, l’expression du gène TMEM45A 
a été analysée par RT-qPCR dans le tissu cancéreux en comparaison au tissu sein pour chaque 
patient atteint de différents types de cancer. Un pré-screen réalisé sur neuf types de cancer dont 
le cancer du rein, du sein, du poumon, de la tête et du cou, du foie et du colon a révélé une forte 
surexpression de TMEM45A (au moins 5 fois plus) dans le tissu tumoral en comparaison au 
tissu sain dans le cas du cancer du sein, du rein et de la sphère ORL. Au vu de ces résultats, une 
analyse plus approfondie a été réalisée pour ces trois modèles (figure I14). Les résultats ont mis 
en lumière que l’abondance de l’ARNm de TMEM45A était augmentée dans le tissu tumoral 
en comparaison au tissu sain pour 76% des patients atteints de cancer rénal, 86% des patients 
atteints de cancer de la tête et du cou et 75% des patients atteints de cancer du sein. Nous avons 
donc décidé de continuer notre étude dans deux modèles de cancers : le cancer du rein et de 
cancer de la tête et du cou.  
 
Conclusion 
Très peu est connu sur la protéine TMEM45A. La majorité des informations concernant cette 
protéine provient des bases de données telles que Ensembl, BioGPS ou The Human Protein 
Atlas. Cependant, les études réalisées sur TMEM45A ont montré que cette protéine serait 
impliquée dans la régulation de la croissance tumorale et dans la réponse aux traitements. A la 
vue du niveau d’expression de l’ARNm de TMEM45A dans les tissus cancéreux en 
comparaison aux tissus sains adjacents pour les patients atteints de cancer du rein et de cancer 
de la tête et du cou, nous avons décidé d’étudier dans le cadre de cette thèse l’implication de 
TMEM45A dans la régulation de la prolifération des cellules cancéreuses et dans la résistance 





Figure I15 : Anatomie interne du rein. Représentation d’une coupe frontale du rein illustrant les 
différentes régions qui composent le rein, la région superficielle appelée cortex rénal et la région 
profonde appelée la médulla. La médulla est composée de pyramides rénales à la base desquelles se 
trouve un canal collecteur transportant l’urine produite par les néphrons, unité fonctionnelle du rein, afin 
de permettre son excrétion. (philschatz.com)  
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Chapitre 4 : Cancer rénal  
Les reins, au nombre de deux, sont des organes qui assurent la filtration du sang et l’évacuation 
via l’urine des déchets du corps. De couleur rouge-brun, le rein possède une forme typique de 
haricot mesurant chez l’adulte 12 cm de longueur, 6 cm de largeur et 3 cm d’épaisseur. Les 
reins sont situés de part et d’autre de la colonne vertébrale au niveau de la partie arrière de 
l’abdomen et plus particulièrement en position rétropéritonéale dans la région lombaire 
supérieure. Chaque rein est surmonté d’une glande surrénale, organe appartenant au système 
endocrinien et non impliqué dans la fonction urinaire.  
Le rein est composé de plusieurs parties : la capsule, enveloppe externe qui protège le rein, le 
parenchyme rénal comprenant le cortex et la médulla qui renferment les néphrons, unités 
fonctionnelles du rein et les calices et le bassinet (ou pelvis), cavités où sont collectées les 
urines. Au centre du bord concave du rein se trouve une échancrure verticale profonde appelée 
hile rénal. C’est à ce niveau que l’uretère, les vaisseaux sanguins, les vaisseaux lymphatiques 
ainsi que les nerfs quittent le rein (Marieb and Katja 2015 ; Tortora and Grabowski 2001) 
(figure I15). 
La fonction première des reins est d’éliminer les déchets toxiques produits par le 
fonctionnement normal de l’organisme et transportés par le sang. Les reins permettent 
également à l’organisme de maintenir la quantité d’eau qui lui est nécessaire et assurent le 
maintien des minéraux dont l’organisme a besoin à un niveau constant, les excédents étant 
éliminés dans les urines. C’est également le cas des acides en excès provenant de l’alimentation, 
qui sont éliminés pour maintenir la composition idéale du sang. 
En plus de leur rôle de régulateur et de filtre, les reins produisent également plusieurs hormones, 
des enzymes et des vitamines dont la rénine, indispensable à la régulation de la tension 
artérielle, l’érythropoïétine (EPO) qui agit sur la moelle osseuse pour produire des globules 
rouges en quantité suffisante pour véhiculer l’oxygène dans l’organisme et le calcitriol, forme 
active de la vitamine D, qui permet l’absorption du calcium par l’intestin et sa fixation dans les 
os, afin de garantir leur bon état et leur robustesse. 
 
1. Classification et caractéristiques des cancers rénaux 
Les cancers rénaux sont des tumeurs malignes formées de cellules du rein et pouvant être 
classés en fonction de leur origine de développement dans l’organe. Chez l’adulte, les cancers 
rénaux peuvent se développer soit au niveau du parenchyme rénal, on parle alors de carcinomes 
à cellules rénales, soit au niveau du pelvis rénal aussi appelé carcinomes du tractus urinaire 





Figure I16 : Histologie des différents sous-groupes de carcinomes à cellules rénales. (A) 75% des 
carcinomes à cellules rénales (RCC) sont des RCC à cellules claires. (B et C) Environ 15% sont des 
RCC papillaires que l’on peut diviser en deux sous-groupes, les RCC papillaires de type 1 basophiles 
(B) et les RCC papillaires de type 2 éosinophiles (C). (D) Les RCC chromophobes représentent quant à 
eux 5 % des RCC. Les tumeurs ne rentrant pas dans cette classification sont désignées comme des RCC 




tumeur de Wilms représentant 1,1% de l’ensemble des cancers rénaux. Dans le cadre de cette 
thèse, nous nous sommes intéressés aux carcinomes à cellules rénales, tumeurs les plus 
courantes. De ce fait, les cancers du pelvis rénal et les néphroblastomes n’ont pas été décrits 
dans ce chapitre.  
Les carcinomes à cellules rénales (RCC), cancer du rein le plus courant, forment un groupe de 
cancers hétérogènes dérivant de la paroi des tubules rénaux composant le néphron. Il existe 
différents sous-types de RCC dont le RCC à cellules claires (ccRCC), groupe le plus commun 
représentant 75 à 80% des cas de carcinomes rénaux, le RCC papillaire (pRCC) (10-15% des 
cas) et le RCC chromophobe (chRCC) (5% des cas) (Hsieh, Purdue et al. 2017). Il est possible 
de retrouver deux tumeurs distinctes appartenant à deux groupes différents sur le même rein 
mais cet évènement reste rare. Ces différents sous-groupes se distinguent entre eux par des 
différences génétiques, biologiques et comportementales (figure I16). Afin d’identifier et de 
classer les différents groupes de RCC, les pathologistes effectuent des analyses sur le plan 
histologique, immunohistochimique (VEGF-A, CD31-AML, Ki67, p53 et PAR-3), 
cytogénétique (ACPA, FISH), et moléculaire (NGS : statut du gène VHL : délétion, mutation 
et/ou hyperméthylation du promoteur). Les pRCC et chRCC sont de meilleur pronostic que les 
ccRCC (Delahunt, Bethwaite et al. 2007).  
 
 1.1 RCC à cellules claires 
Le ccRCC, groupe de RCC le plus prédominant, possède un profil d’altérations 
chromosomiques bien défini. L’ensemble de ces altérations, pertes d’hétérozygoties et gains 
chromosomiques, est présenté dans l’article de Chen et al (Chen, Ye et al. 2009). Le ccRCC 
peut être sporadique (plus de 96%) ou familial (moins de 4 %) mais dans les deux cas, il est 
associé à une mutation du gène VHL menant à la stabilisation du facteur de transcription HIF-
1. En effet, dans 90 % des ccRCC survient une altération du chromosome 3p, comprenant quatre 
des gènes les plus fréquemment mutés dans le cancer du rein : VHL, PBRM1, BAP1 et SETD2 
(Zbar, Brauch et al. 1987, Guo, Gui et al. 2011). Le niveau d’expression de PBRM1, sous-unité 
du complexe PBAF SWI/SNF intervenant dans le remodelage de la chromatine, de l’histone 
déubiquitinase BAP1 et de l’histone méthyltransférase SETD2 est retrouvé altéré dans 41%, 
15% et 12% des ccRCCs respectivement (Cancer Genome Atlas Research 2013). L’inactivation 
du gène VHL peut être causée par délétion chromosomique, par mutation, mais également par 
méthylation de son promoteur (Herman, Latif et al. 1994). L’ensemble de ces données met en 
évidence le rôle clé de l’inactivation du gène suppresseur de tumeur VHL dans la progression 
du ccRCC. Les ccRCC sont histologiquement prédominants dans les cancers rénaux engendrant 
des métastases. Cependant, le profil chromosomique des métastases des ccRCC est distinct de 
celui des tumeurs primitives. En effet, une étude réalisée en 2015 a montré que les métastases 






les patients avaient un gain en 3q22 (environ 1 Mb). Cette région contient des gènes 
(PPP2R3A, STAG1, MSL2, NCK1, TMEM22) qui pourraient être impliqués dans la 
prolifération des cellules cancéreuses et/ou la dissémination métastatique (Dagher 2015). 
 
 1.2 RCC papillaires 
Les RCC papillaires sont généralement classés en deux types selon leur morphologie 
histologique. Les carcinomes papillaires de type I sont caractérisés par des cellules de petite 
taille au cytoplasme pâle, peu abondant avec un petit noyau sans nucléoles visibles et les 
carcinomes papillaires de type II caractérisés par des cellules de grande taille, au cytoplasme 
éosinophile avec un important noyau et de nombreux nucléoles (Delahunt and Eble 1997). La 
majorité des pRCC sont des cas sporadiques. Cependant, deux formes de prédispositions 
génétiques sont aujourd’hui bien identifiées. La première est le syndrome HPRCC (hereditary 
papillary RCC), caractérisé par le développement de multiples pRCC de type I. Ce syndrome 
est lié à la présence de mutations activatrices du proto-oncogène MET. Plusieurs mutations 
somatiques de MET ont été identifiées dans des carcinomes papillaires sporadiques (Schmidt, 
Duh et al. 1997). La deuxième forme est le syndrome HLRCC (hereditary leiomyomatosis and 
RCC), lié à des mutations germinales du gène FH (fumarate hydratase). Ce syndrome est 
caractérisé par des lésions cutanées et utérines de type léiomyomes et la survenue de pRCC de 
type II. Les mutations de FH ont été exclusivement identifiées dans les formes familiales de 
pRCC de type II (Linehan 2012, Menko, Maher et al. 2014). 
 
 1.3 RCC chromophobes  
Le chRCC est une tumeur homogène bien délimitée et est le plus souvent associé à un stade et 
à un grade tumoral bas. Histologiquement, il existe deux variantes selon l’aspect du cytoplasme 
après coloration : la variante à cellules claires et celle à cellules éosinophiles. Les chRCC ont 
été associés au syndrome Birt-Hogg-Dubé (BHD), provoquant des lésions cutanées bénignes, 
des pneumothorax spontanés, des kystes pulmonaires et des RCC chromophobes dans 30 % des 
cas. Ce syndrome est lié à une mutation inactivatrice du gène FLCN codant pour la folliculine, 
hormone produite par l’ovaire (Schmidt, Warren et al. 2001, Nickerson, Warren et al. 2002, 
Pavlovich, Walther et al. 2002). Une autre étude réalisée en 2015 sur 66 échantillons de chRCC 
a montré une mutation du gène TP53 dans 32% des cas. Ces mutations étaient associées à une 








Figure I17 : Estimation de l’incidence du cancer du rein à travers le monde en 2018. La figure du 
haut illustre le nombre de cas de cancer du rein diagnostiqué en 2018 à travers le monde pour tout âge 
et sexe confondu. La figure du bas représente les 10 pays les plus touchés par le cancer du rein en termes 





2. Incidence, facteurs de risque et symptômes cliniques 
Selon l’Organisation Mondiale de la Santé, le cancer du rein constitue le treizième cancer le 
plus diagnostiqué dans le monde avec 295 000 nouveaux cas et 134 000 décès chaque année. 
En 2018, le nombre estimé de nouveaux cas de cancer du rein à travers le monde est de plus de 
400 000 (figure I17). L’incidence du cancer du rein est fortement corrélée avec l’âge. En effet, 
le cancer du rein peut apparaitre à tout âge, mais près de la moitié des patients diagnostiqués 
pour un cancer du rein sont âgés de plus de 50 ans, les hommes étant le plus touchés avec un 
ratio de 2/1 (Hsieh, Purdue et al. 2017). L’incidence du cancer du rein est en constante 
augmentation avec un impact plus important dans les pays développés que dans les pays en 
développement (Capitanio and Montorsi 2016). Cependant, le taux de mortalité associé à ce 
cancer s’est stabilisé ces dernières années et a même parfois diminué. Ce profil divergent entre 
l’incidence et la mortalité est certainement dû, dans les pays développés, au développement des 
techniques d’imagerie permettant un diagnostic plus précoce de la tumeur (Cairns 2010).  
Plusieurs facteurs de risque ont été identifiés pour le cancer rénal. Les plus importants sont le 
tabagisme, l’obésité et l’hypertension. 2 à 4% des cancers rénaux sont héréditaires, de ce fait il 
existe des prédispositions génétiques au développement du cancer rénal. De plus, les individus 
présentant une maladie rénale chronique ou ayant subi une transplantation rénale sont 
également plus à risque de développer un cancer du rein (Cairns 2010).  
Une tumeur du rein peut être présente très longtemps avant les premières manifestations 
cliniques. Par conséquent, il est souvent très difficile de diagnostiquer la maladie à un stade 
précoce. Lorsque les symptômes apparaissent, la tumeur s’est généralement bien développée 
entrainant alors la présence de sang dans les urines, une douleur dans la région des reins et la 
présence d’une masse palpable dans le ventre. Une des conséquences de la formation d’une 
tumeur du rein est la diminution de production d’hormones par ce dernier se manifestant par de 
la fièvre, une sensation générale d’apathie et une perte de poids inexpliquée. Cependant, ces 
symptômes sont non spécifiques et souvent mal attribués. Il arrive qu’une tumeur du rein ne 
soit découverte qu'accidentellement, à l'occasion d'un examen qui visait à détecter d'autres 
anomalies (Cairns 2010). 
 
3. Traitements  
Lorsqu’un patient est diagnostiqué pour un cancer du rein, le choix du traitement est guidé par 
le stade de la tumeur. Ce stade est établi sur la taille de la masse, sa position au sein de l’organe 
et l’atteinte des ganglions lymphatiques, première étape de la dissémination. Ainsi les tumeurs 
peuvent être classées en quatre grades : les tumeurs de stade I et II restreintes aux reins dont la 





Figure I18 : Cibles des agents chimiothérapeutiques utilisés dans le cancer du rein. Les agents 
pharmacologiques utilisés ou en développement dans le cas du cancer du rein ciblent principalement les 
kinases impliquées dans l’angiogenèse telles que VEGFR, FGFR et PDGFR dont l’expression est 
souvent dérégulée suite à la mutation du gène pVHL dans les cellules cancéreuses. (Posadas, Limvorasak 




s’étendent dans les veines principales et la glande surrénale et les tumeurs de stade IV qui 
métastasent au-delà de la glande surrénale (Hsieh, Purdue et al. 2017). Si la tumeur est localisée, 
la première voie de traitement est l’exérèse de la masse tumorale avec ablation partielle ou 
totale du rein. Cependant, si la tumeur est inopérable, un traitement systémique à base de 
chimiothérapie est mis en place.  
Comme décrit précédemment, les ccRCC sont caractérisés par la mutation du gène pVHL 
engendrant des dérégulations importantes de la voie pVHL/HIF-1 et des modifications des 
voies de signalisation favorisant la prolifération, la survie cellulaire et l’angiogenèse. Ces 
différentes voies de signalisation sont les cibles de la majorité des agents chimiothérapeutiques 
utilisés pour traiter les cancers du rein. C’est le cas des inhibiteurs de tyrosine kinase comme le 
sunitinib, le sorafenib, l’axitinib et le pazopanib ou encore des anticorps monoclonaux dirigés 
contre le VEGF (figure I18) (Posadas, Limvorasak et al. 2017). 
Le sunitinib, principal agent chimiothérapeutique utilisé dans le cadre du cancer du rein, inhibe 
plusieurs récepteurs à tyrosine kinase (RTK) impliqués dans la croissance tumorale, la néo-
angiogenèse pathologique et la progression métastatique du cancer. En effet, ces enzymes ont 
un rôle critique dans l’activation et l’inhibition de nombreuses voies de signalisation. Suite à la 
liaison d’un ligand, les tyrosine kinases réceptrices se dimérisent entrainant 
l’autophosphorylation de leur domaine cytoplasmique et l’activation de leur domaine kinase. 
Leur activation induit la transduction de signaux favorisant la prolifération cellulaire, 
l’angiogenèse, la formation de métastases et la survie cellulaire dans un grand nombre de 
cancers (Vlahovic and Crawford 2003). De ce fait, les tyrosine kinases représentent des cibles 
clés pour les traitements anti-cancéreux. Le sunitinib a été identifié comme un inhibiteur des 
récepteurs du facteur de croissance plaquettaire (PDGFR et PDGFRß), des récepteurs du 
facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGFR1, VEGFR2 et VEGFR3) et du récepteur 
du facteur de cellule souche (KIT) (Vazquez, Leon et al. 2012). A la vue de ces cibles, cet agent 
chimiothérapeutique inhibe la prolifération cellulaire exerçant ainsi une action cytostatique et 
non cytotoxique.  
HIF-1 peut également être régulé par la protéine mTOR via une voie indépendante de pVHL. 
La voie de signalisation mTOR étant impliquée dans la progression des RCC (Lieberthal and 
Levine 2009) constitue une cible thérapeutique intéressante. Dans ce but, une inhibition de la 
protéine mTOR par la rapamycine, le temsirolimus ou l’everolimus permet de cibler la 
prolifération et la survie des cellules cancéreuses (Thomas, Tran et al. 2006, Battelli and Cho 
2011, Ghidini, Petrelli et al. 2017). Outre le gène pVHL, trois autres gènes sont retrouvés mutés 
dans au moins 10% des cas de ccRCC : PBRM1, BAP1 et SETD2. Depuis peu, de nouvelles 
stratégies thérapeutiques ciblant les voies régulées par les produits de ces différents gènes sont 






Figure I19 : Courbe de survie Kaplan Meier pour le cancer du rein suivant le niveau d’expression 
de l’ARNm de TMEM45A. Cette courbe a été réalisée grâce à l’étude du niveau d’expression de 
TMEM45A chez 286 femmes et 591 hommes atteints de cancer du rein. Le taux de survie moyen après 
5 ans des patients montrant une forte expression de TMEM45A est de 51% contre 75% dans le cas des 





4. Le cancer rénal et TMEM45A 
Le ccRCC est principalement caractérisé par la mutation du gène pVHL entrainant une 
stabilisation du facteur de transcription HIF-1. La stabilisation de ce facteur mène à une 
activation de la transcription de ces gènes cibles conférant un état de pseudo-hypoxie aux 
cellules cancéreuses. Dès lors, il n’est pas surprenant de retrouver une surexpression du gène 
TMEM45A, cible de HIF-1 dans les cellules de ccRCC. Il a notamment été montré que 
TMEM45A était surexprimé dans les ccRCC de haut stade. En effet, afin d’identifier les gènes 
impliqués dans la progression des ccRCC, une analyse transcriptomique a été réalisée dans des 
tissus tumoraux de différents stades en comparaison à des tissus sains. Parmi les gènes les plus 
différentiellement exprimés entre les tissus tumoraux et tissus sains, 143 gènes étaient 
différentiellement dérégulés entre les tumeurs de stade précoce et les tumeurs de haut stade. 
TMEM45A a alors était identifié comme étant le gène dont l’expression est la plus fortement 
modulée entre les ccRCC de stade précoce et les ccRCC de haut stade (Wrzesinski, Szelag et 
al. 2015, Thibodeau, Fulton et al. 2016). De plus, des données référencées dans la base de 
données The Human Protein Atlas, mettent en évidence que TMEM45A serait un marqueur de 
mauvais pronostic chez les patients atteins d’un cancer du rein (figure I19). Ces résultats 
suggèrent que TMEM45A pourrait avoir un rôle important dans la progression des ccRCC.  
 
5. Modèle cellulaire 
L’établissement de lignées cellulaires immortelles est crucial pour l’étude du développement 
tumoral et de la réponse aux thérapies. Idéalement, une lignée cellulaire doit posséder 
l’ensemble des caractéristiques génétiques qui définissent le type ou sous-type de cancer dont 
elle est issue. Cependant, de nombreuses études ont révélé une dérive génétique des lignées 
cellulaires utilisées pour les analyses in vitro avec des différences moléculaires entre les lignées 
cellulaires et les échantillons de tumeurs de patients (Sinha, Winer et al. 2017, Atala 2018).  
Le nombre de lignées cellulaires de cancer du rein est important : plus de 20 lignées sont 
disponibles dans des banques de cellules et des dizaines ont été établies et utilisées au sein de 
laboratoires de recherche (Brodaczewska, Szczylik et al. 2016). En 2017, une étude réalisée par 
Sinha et al a permis de caractériser les lignées cellulaires commerciales de carcinome rénal et 
ainsi d’identifier les différences et les ressemblances existant entre les lignées cellulaires 
établies et les sous-groupes de RCC, les ccRCC, les pRCC et les chRCC. Les résultats indiquent 
que les lignées cellulaires utilisées possèdent des caractéristiques correspondant aux formes 
agressives de cancer du rein. La lignée 786-O possède de nombreuses caractéristiques des 
ccRCC et est communément utilisée dans la recherche du cancer du rein. Cette lignée cellulaire 
présente une mutation du gène pVHL.  Cependant dans cette lignée, la perte de fonction du gène 






à celle observée lors d’une exposition à l’hypoxie (Jiang, Zhang et al. 2003). La lignée Caki-1 
est quant à elle utilisée comme modèle de ccRCC métastatique (Lichner, Saleh et al. 2015). 
Une autre lignée cellulaire intéressante est la lignée RCC4. Cette lignée mutée pour le gène 
pVHL, RCC4 plus vector alone, est la seule à être également commercialisée avec une 
restauration stable du gène pVHL sauvage, RCC4 plus pVHL. Ainsi c’est un bon modèle pour 
l’étude des mécanismes dépendant de pVHL au sein du cancer du rein. Etant tumorigène chez 
la souris, cette lignée est utilisée dans le cadre d’études in vitro et in vivo. A la vue de 
l’implication de la protéine pVHL dans la régulation de HIF et donc de TMEM45A, nous avons 
décidé d’utiliser cette lignée comme modèle du cancer rénal pour nos travaux (Brodaczewska, 
Szczylik et al. 2016).  
 
Conclusion 
Malgré le développement de nouveaux agents thérapeutiques, de nombreux patients 
développent une résistance à ces traitements. De plus, la majorité des patients sont 
diagnostiqués à un stade avancé de la maladie. Dès lors, l’identification de nouveaux marqueurs 
et le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques sont nécessaires. TMEM45A étant 
visiblement un marqueur de mauvais pronostic du cancer du rein, dont le niveau d’expression 
est associé à un haut stade de la maladie, cette protéine pourrait être impliquée dans l’agressivité 










Figure I20 : Anatomie de la sphère ORL. Représentation schématique de la cavité nasale, la cavité 
buccale, du larynx et du pharynx comprenant le nasopharynx, l’oropharynx et l’hypopharynx. 
L’oropharynx comprend lui-même les tonsilles (dont les tonsilles palatines ou amygdales), la luette, le 





Chapitre 5 : Cancer ORL 
La cavité orale, aussi appelée cavité buccale, représente le premier segment du tube digestif. 
Elle est divisée en deux parties : le vestibule et la cavité buccale proprement dite qui sont 
séparés par l’arcade dentaire. Au fond de cette cavité orale se trouve le pharynx, carrefour entre 
les voies respiratoires et digestives. Le pharynx intervient dans le système digestif favorisant le 
passage des aliments de la bouche vers l’œsophage, le système respiratoire permettant le 
passage de l’air vers le larynx, l’audition en reliant l’ouverture de la trompe d’eustache à 
l’oreille interne et la phonation en modifiant les sons produits dans le larynx par les cordes 
vocales.  
Le pharynx est subdivisé en trois parties : le nasopharynx, l’oropharynx et l’hypopharynx. Dans 
son ensemble, le pharynx possède une forme d’entonnoir d’environ 13 cm de long. Son 
diamètre varie de 5 cm en position nasale, 4 cm en position orale et 2 cm en position laryngée. 
Il est composé d’une muqueuse, d’un tissu conjonctif, de muscles constricteurs et élévateurs du 
pharynx et d’une membrane fibro-élastique bucco-pharyngienne. Entre le pharynx et la trachée 
se trouve le larynx, organe cartilagineux impliqué dans le passage de l’air vers les poumons lors 
de l’inspiration, ou vers l’extérieur lors de l’expiration. Le larynx, comprenant les cordes 
vocales, possède également un rôle dans la phonation (figure I20).  
Les cancers ORL (Oto-Rhino-Laryngologie), aussi appelés cancers des voies aérodigestives 
supérieures, regroupent les cancers de la cavité buccale, du larynx et du pharynx 
comprenant l’hypopharynx, l’oropharynx et le nasopharynx. Dans le cas des cancers du 
larynx, les tumeurs se développent généralement au niveau des cordes vocales. Les cancers 
de la sphère ORL se composent majoritairement de carcinomes épidermoïdes. D'un point de 
vue histologique, il s'agit le plus souvent d'épithéliomes malpighiens. L’épithélium malpighien 
est un type de tissu fondamental dont les cellules sont de forme pavimenteuse et stratifiée. Il en 
existe deux formes : l’épithélium malpighien kératinisé, généralement localisé au niveau de 
l’épiderme et l’épithélium malpighien non kératinisé que l’on retrouve par exemple au niveau 
de la cavité orale. Dans le cas de cancers touchant la base de la langue, il s'agit en règle générale 
d'un carcinome épidermoïde bien différencié infiltrant. Le mauvais pronostic de cette lésion est 
lié au caractère le plus souvent mal limité de la tumeur infiltrant la musculature linguale. 
Cependant, l’ensemble des tumeurs ORL ont de nombreux points communs sur les plans 
histologique, épidémiologique, évolutif et thérapeutique. 
 
1. Classification et caractéristiques des cancers ORL 
Dans le but d’améliorer la prise en charge et la classification des cancers ORL, des études ont 





Figure I21 : Représentation des mutations et des voies de signalisation altérées dans les cancers 
ORL. De nombreuses voies de signalisation sont retrouvées dérégulées dans les cancers de la tête et du 
cou. Les trois voies les plus altérées sont le cycle cellulaire et la voie RTK/RAS/PI3K, voies mutées à 
la fois dans les tumeurs HPV négatives et HPV positives, et la voie de mort cellulaire, principalement 
altérée dans les tumeurs HPV négatives via une mutation des gènes codant BIRC2 et caspase 8. (Seiwert, 




critères majeurs de classification des cancers ORL est le statut d’infection au papillomavirus 
humain (HPV). En 1983, des chercheurs ont mis en évidence des preuves d’une infection au 
HPV dans des échantillons de carcinomes oropharyngés (Syrjanen, Pyrhonen et al. 1983). 
Depuis lors, le virus HPV a été identifié comme une des causes du développement de cancer 
ORL. Depuis ces 15 dernières années, l’incidence de cancers ORL HPV positifs ne cesse 
d’augmenter avec 60% des cancers oropharyngés HPV positifs (Pytynia, Dahlstrom et al. 2014, 
Cancer Genome Atlas 2015).  Les tumeurs HPV positives ou HPV négatives ont des profils 
d’altérations génomiques spécifiques, mais également des impacts différents sur le patient en 
termes de survie, de réponse au traitement ou de rechute. Les principales mutations retrouvées 
dans les cancers ORL sont des mutations de gènes suppresseurs de tumeur comme TP53, 
CDKN2A et PTEN, de gènes impliqués dans la différenciation des cellules épidermiques tels 
que NOTCH1 ou TP63 mais également des proto-oncogène incluant HRAS et PIK3CA. Des 
mutations inactivatrices ont également été identifiées dans le gène de la caspase 8 (Gaykalova, 
Mambo et al. 2014, Cancer Genome Atlas 2015) (Seiwert, Zuo et al. 2015). L’ensemble de ces 
mutations est repris dans la figure I21. Près de la moitié des mutations du gène NOTCH1 sont 
prédites pour induire la production d’une forme tronquée de la protéine, suggérant que 
NOTCH1 pourrait avoir un rôle suppresseur de tumeur dans ces cancers (Agrawal, Frederick et 
al. 2011).  
La voie de signalisation la plus dérégulée dans le cas des cancers HPV positifs est la voie PI3K 
avec en plus d’une altération de PIK3CA des mutations dans les gènes 
PTEN (15%), AKT1 (5%), RICTOR (4%), mTOR (2%), AKT2 (2%) et PIK3R1 (2%). 
L’inactivation de p53, retrouvée à la fois dans les tumeurs HPV positives et HPV négatives, est 
réalisée par des mécanismes distincts entre les deux catégories de tumeurs. En effet, alors que 
cette protéine est inactivée par les protéines virales E6 et E7 dans les cancers HPV positifs, elle 
est retrouvée mutée dans les cancers HPV négatifs (Parfenov, Pedamallu et al. 2014). p53 est 
d’ailleurs la protéine dont le taux de mutation est le plus haut, puisqu’elle est retrouvée mutée 
dans plus de 70% des cas de cancers HPV négatifs (Chang, Syrjanen et al. 1994, Chung, Guthrie 
et al. 2015). Les tumeurs HPV positives sont plus petites et peu différenciées et sont associées 
à un plus haut risque de dissémination métastatique que les tumeurs HPV négatives. Cependant, 
de manière surprenante, le taux de survie des patients atteints d’un cancer ORL HPV positif est 
plus important que les patients atteints d’un cancer ORL HPV négatif (Fakhry and Gillison 
2006). Le statut d’infection des cancers ORL est donc utilisé comme marqueur de pronostic et 
de réponse aux traitements (Spence, Bruce et al. 2016).  
Une autre caractéristique majeure des cancers ORL est une surexpression de l’EGFR 
(Epidermal growth factor receptor) et de son ligand le TGF- En effet, l’EGFR est surexprimé 
dans 90% des patients atteints de cancer de la tête et du cou (Grandis and Tweardy 1993). 
L’EGFR fait partie de la famille des récepteurs tyrosine kinase HER (ErbB) incluant l'EGFR 
(HER1/ErbB-1), HER2/neu (ErbB-2), HER3 (ErbB-3) et HER4 (ErbB-4) (Yarden and 





Figure I22 : Estimation de l’incidence des cancers ORL à travers le monde en 2018. Les différents 
diagrammes illustrent le nombre de cas de cancer de (A) l’hypopharynx, (B) l’oropharynx et (C) larynx 







Figure I23 : Estimation de l’incidence et du taux de mortalité des cancers ORL en 2018. Les figures 
représentent les 10 pays les plus touchés par le cancer de (A) l’hypopharynx, (B) l’oropharynx et (C) 
larynx en termes d’incidence et de mortalité en 2018 pour tout âge et sexe confondu. (Organisation 











dernier et l’activation de voies de signalisation incluant les voies Ras/Raf/MAPKs (Suzuki 
2002), PI3K/Akt (Vivanco and Sawyers 2002) et PLC/PKC impliquées dans la prolifération 
cellulaire, la réparation des dommages à l’ADN et la survie cellulaire (Huang and Harari 2000, 
Chen and Nirodi 2007). La surexpression de l’EGFR augmente au cours de la cancérogenèse 
(Rubin Grandis, Melhem et al. 1996). De plus, son expression a été corrélée à un mauvais 
pronostic et une résistance aux radiothérapies dans divers cancers et en particulier les cancers 
ORL (Zimmermann, Zouhair et al. 2006, Nijkamp, Span et al. 2013). Dès lors, de nouvelles 
thérapies ciblant la voie EGFR/TGF- ont été développées (Huang, Bock et al. 1999, Agulnik 
2012).   
  
2. Incidence, facteurs de risque et symptômes cliniques 
Le cancer de la tête et du cou est le sixième cancer le plus fréquent. Chaque année, plus de 
600 000 cas sont diagnostiqués à travers le monde (Ferlay, Shin et al. 2010). Selon 
l’Organisation Mondiale de la Santé, le pays le plus touché par les cancers du pharynx et du 
larynx est l’Inde (figures I22 et I23). Malgré la mise en place de traitements, le taux de survie 
après 5 ans reste seulement de 50%. La réponse aux traitements et la rémission des patients 
dépendent étroitement du type de cancer ORL développé, mais également du stade de la tumeur. 
Les différents stades sont repris dans la figure I24. Les patients atteints d’une tumeur de stade 
I ou II possèdent 60 à 95% de chance de répondre positivement au traitement. Cependant, au 
moment du diagnostic, les tumeurs sont généralement déjà à un stade avancé (III ou IV) 
(Worsham 2011). Le taux de rechute après 2 ans est de 50% (Argiris, Karamouzis et al. 2008) 
et les patients présentant une rechute après un premier traitement ont une durée de vie moyenne 
estimée à 1 an (Vermorken, Mesia et al. 2008).  
De nombreux facteurs de risque ont été identifiés dans le cas des cancers de la tête et du cou. 
Les deux plus importants sont la consommation de tabac et d’alcool. En effet, 85% des cancers 
développés dans la sphère ORL sont liés au tabac (cigarettes, cigares et pipes). De plus, le tabac 
affecte le pronostic ainsi que les chances de rémission. La consommation d’alcool a, quant à 
elle, un impact sur le développement de cancer de la bouche, du pharynx, du larynx et de 
l’œsophage. Ces deux facteurs de risque possèdent un effet synergique s’ils sont présents tous 
les deux. Un risque professionnel accru est également présent dans les métiers qui exposent le 
travailleur à l’inhalation de poussières (poussières de bois, d’amiante, etc.) ou de substances 
toxiques (dérivés du nickel, vapeurs d’acide sulfurique, hydrocarbures, peintures, etc.). 
D’autres facteurs de risque existent comme une infection avec le HPV, l’âge et le genre. En 
effet, au-delà de 40 ans, le risque de développer un cancer ORL augmente avec une incidence 
deux à trois fois plus importante chez les hommes que chez les femmes même si le taux de 






exposition au HPV augmente le risque de développer un cancer ORL chez des individus jeunes 
qui ne consomment ni tabac ni alcool (Fakhry and Gillison 2006).  
Les premiers symptômes sont souvent tardifs, discrets et confondus avec une irritation de la 
gorge typique des fumeurs. Ils comprennent une gêne ou une douleur de la gorge unilatérale, 
une sensation de présence d’un corps étranger, une difficulté à déglutir et l’apparition d’un 
ganglion au niveau de la mâchoire ou du cou. Il n’existe pas de dépistage systématique du 
cancer de la tête et du cou. Le diagnostic est établi à l’aide de plusieurs examens : une 
endoscopie des voies aériennes et digestives supérieures, une biopsie pour un examen 
microscopique et un scanner de la gorge pour confirmer le diagnostic. La biopsie renseignera 
sur le caractère plus ou moins différencié de la tumeur. 
3. Traitements 
Suivant la taille, le stade et la localisation de la tumeur, les modalités de traitements proposées 
aux patients diffèrent. Le choix entre les différentes options tient compte à la fois de 
leur efficacité et de leurs conséquences fonctionnelles pour le patient.  
Les tumeurs de stade I et II sont traitées soit par chirurgie, soit par radiothérapie. Le choix entre 
chirurgie et radiothérapie fait suite à une discussion multidisciplinaire au cours de laquelle le 
chirurgien et le spécialiste en radiothérapie définissent, avec l’aide des experts qui ont identifié 
les caractéristiques du cancer (sa taille, son agressivité…), l’approche la plus appropriée. Les 
techniques de radiothérapie ont été améliorées ces dernières années permettant de réduire les 
effets secondaires du traitement notamment l’irradiation des tissus sains adjacents et 
d’améliorer le confort de vie des patients. En effet, la tomothérapie, technique de radiothérapie 
guidée par l’image, permet aujourd’hui d’irradier la tumeur avec une grande précision, ce qui 
permet le recours à des doses très élevées pour traiter le cancer tout en préservant les tissus 
sains avoisinants.     
Les cancers plus avancés requièrent généralement un traitement combiné par chirurgie et 
radiothérapie. Toutefois, il arrive fréquemment que la radiothérapie soit couplée à la 
chimiothérapie ou à l’administration de médicaments capables de cibler de manière spécifique 
la tumeur. Ces associations visent à augmenter l’efficacité de la radiothérapie.  Ainsi, lorsqu’un 
patient présente une masse non opérable, le premier choix de traitement sera la radiothérapie 
couplée à la chimiothérapie dont le cisplatine. Ce traitement s’applique également si une 
préservation de l’organe est désirée, même si la masse peut être éliminée par chirurgie. En cas 
de rechute, le traitement est uniquement médicamenteux, il associe le cisplatine, le 5-
fluorouracyl (5-FU) et le cétuximab (Erbitux) en premier lieu (Vermorken and Specenier 2010). 
Le cétuximab, ou C225, est un anticorps monoclonal ciblant le récepteur aux facteurs de 
croissance EGFR, surexprimé dans une majorité de tumeurs ORL. Un autre inhibiteur des 





Figure I25 : Agents thérapeutiques utilisés ou en développement pour lutter contre le cancer de la 
tête et du cou. Divers agents pharmacologiques ciblent les voies de signalisation altérées dans les 
cancers ORL telles que présentées dans la figure I21. En rouge figurent les oncogènes et en noir les 
gènes suppresseurs de tumeur. Les boites bleues représentent les cancers HPV négatifs et les boites 




Figure I26 : Courbe de survie Kaplan Meier pour le cancer ORL suivant le niveau d’expression 
de TMEM45A. Cette courbe a été réalisée grâce à l’étude du niveau d’expression de TMEM45A chez 
133 femmes et 366 hommes atteints de cancer ORL. Le taux de survie moyen après 5 ans des patients 
montrant une forte expression de TMEM45A est de 61% contre 42% dans le cas des patients montrant 
un faible niveau d’expression de TMEM45A (p=0,14). (The Humain Protein Atlas) 
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Des études ont montré que l’Afatinib, couplé à la radiothérapie et/ou à d’autres agents 
chimiothérapeutiques pourrait augmenter l’efficacité du traitement (Seiwert, Fayette et al. 2014, 
Brands, Muller-Richter et al. 2016, Macha, Rachagani et al. 2017). Il a été mis en évidence 
qu’un traitement au cisplatine suivi par une exposition à l’Afatinib aurait un effet cytotoxique 
plus important que la cinétique inverse ou qu’une administration simultanée des deux molécules 
(Longton, Schmit et al. 2018). D’autres agents thérapeutiques ciblant les voies de signalisation 
dérégulées dans les cancers ORL présentées par Seiwert et al en 2015 ont également été 
développés (figure I25) (Krigsfeld and Chung 2015).  
Les récentes avancées dans la compréhension de l’interaction entre le système immunitaire et 
la tumeur ont permis le développement d’immunothérapies qui révolutionnent le traitement de 
certains cancers, dont les cancers ORL. Au cours du déroulement de la réponse immunitaire, 
des points de contrôle sont mis en place afin d’assurer un équilibre entre l’activation et 
l’inhibition des lymphocytes T. Cependant, les cellules cancéreuses sont capables d’échapper 
au système immunitaire notamment en inhibant l’activité cytotoxique ou l’activation des 
lymphocytes T. Ces voies font appel au récepteur PD1 et à son ligand PDL1 ou au récepteur 
CTLA4. Ainsi deux types d’inhibiteurs ciblant ces deux voies ont été développés pour bloquer 
l’inhibition des lymphocytes T dans le cadre de traitements pour les cancers ORL (Ferris, 
Blumenschein et al. 2016, Qi, Jia et al. 2017, Forster and Devlin 2018). 
 
4. Cancer ORL et TMEM45A 
A ce jour, aucune étude n’a été réalisée sur la protéine TMEM45A dans le cancer de la tête et 
du cou. Les seules données disponibles sont celles référencées dans les bases de données telles 
que The Human Protein Atlas ou Oncomine. En effet, des courbes de survie ont été établies 
pour des patients atteints de cancer ORL possédant un faible ou un haut niveau d’expression de 
l’ARNm de TMEM45A. Dans le cas des cancers tête et cou, les patients présentant un plus haut 
niveau d’expression de TMEM45A semblent avoir un taux de survie plus important que les 
patients présentant un faible niveau d’expression de TMEM45A mais aucune corrélation 
significative n’a été établie (figure I26). De plus, la base de données Oncomine référence le 
niveau d’expression de l’ARNm de TMEM45A chez les patients atteints des différents types 
de cancer ORL. Le niveau d’expression de TMEM45A semble être plus important dans les 
tumeurs hypopharyngées que dans les tumeurs oropharyngées (figure I27). Ces données laissent 
supposer que la protéine TMEM45A n’aurait pas la même influence suivant la localisation de 
la tumeur ORL et qu’il serait intéressant d’étudier l’implication de cette protéine dans la réponse 






Figure I27 : Niveau d’expression de l’ARNm de TMEM45A dans les tumeurs de l’hypopharynx 





5. Modèle cellulaire 
De nombreuses lignées cellulaires de cancer ORL ont été établies à des fins de recherche. Des 
études comparatives entre des échantillons de tumeurs et des lignées cellulaires ont permis de 
mettre en évidence la présence de mutations uniquement dans les lignées cellulaires et donc 
acquises lors de la transformation maligne nécessaire à l’établissement de lignées immortelles. 
Ainsi les lignées cellulaires dont le profil de mutation est proche des échantillons de patients 
pourraient être utilisées dans le cadre de recherche translationnelle (Li, Wawrose et al. 2014). 
Cependant, encore beaucoup de lignées sont peu caractérisées et aucune étude comparative de 
l’utilisation des différentes lignées n’a été réalisée. Comme le niveau d’expression de 
TMEM45A semble varier entre les différentes tumeurs de la sphère ORL, nous avons décidé 
de travailler sur deux modèles différents : la lignée Cal27 dérivée d’un carcinome épidermoïde 
de la base de la langue (oropharyngé), cette lignée est connue pour être radiosensible (Schiefler, 
Piontek et al. 2014) et la lignée SQD9 dérivée de la lignée SQ20 issue d’un carcinome du larynx 
radiorésistante (Smeets, Mooren et al. 1994). Ces deux lignées sont mutées pour p53. 
 
Conclusion 
Malgré les avancées de la recherche et le développement de nouvelles thérapies, le taux de 
survie des patients atteints de cancer ORL n’augmente pas et la majorité des patients qui 
présentent une tumeur de stade avancée rechutent et développent des métastases. De plus, ce 
type de cancer a un impact sévère sur la qualité de vie du patient. Il est donc primordial 
d’identifier de nouveaux biomarqueurs qui pourraient aider à une détection plus précoce de la 
pathologie et de développer de nouvelles thérapies contre le cancer de la tête et du cou. Ainsi 
l’étude de la protéine TMEM45A dans le développement et la réponse aux traitements des 






Figure I28 : Cibles et mécanismes d’action des agents anticancéreux. PHARMACOmédicale.org  
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Chapitre 6 : Cisplatine et mort cellulaire 
Les débuts de la chimiothérapie ont commencé dans les années 1940 par la découverte des 
propriétés anti-tumorales des moutardes azotées lors d’autopsies de corps de soldats exposés à 
ces agents durant la Première Guerre mondiale (Chabner and Roberts 2005). Depuis lors, les 
recherches sur les agents anti-cancéreux se sont multipliées. Ces agents tendent tous à inhiber 
une des caractéristiques majeures des cellules cancéreuses, leur capacité à proliférer. Ils sont 
classés en fonction de leurs mécanismes d’action (Paynes and Miles 2008). Il existe diverses 
classes d’agent anti-cancéreux qui peuvent cibler la molécule d’ADN, les enzymes, les 
hormones mais également le protéasome (figure I28). Parmi ces composés, il existe des agents 
anti-mitotiques qui ciblent les microtubules comprenant les vinca-alcaloïdes (vincristine et 
vinblastine) et les taxanes (paclitaxel), les inhibiteurs de topoïsomérases qui s’interposent entre 
les isotopoïsomérases et l’ADN provoquant des cassures double brin lors de la réplication 
(camptothécine), les inhibiteurs de Sérine-Thréonine kinase ou de Tyrosine kinase qui inhibent 
notamment les voies de signalisation des facteurs de croissance (sunitinib), les anti-métabolites 
constitués de composés chimiques qui entrent en compétition avec des substrats naturels (5-
fluorouracil), les antibiotiques anti-tumoraux (actinomycine D) et les agents alkylants 
produisant des adduits à l’ADN (cisplatine). Dans le cadre de cette thèse, nous nous sommes 
particulièrement intéressés à cette dernière classe d’agents chimiothérapeutiques.   
Les agents alkylants sont des composés électrophiles qui forment des groupements alkyles au 
niveau des atomes d’azote cycliques et des atomes d’oxygène extracycliques des bases de 
l’ADN. Ces réactions génèrent des adduits à l’ADN pouvant mener à des cassures simple et 
double brins, un arrêt de la transcription, de la réplication et du cycle cellulaire, et induisant 
l’apoptose (Drablos, Feyzi et al. 2004). Parmi les plus connus se trouvent les agents alkylants 
à base de platine tels que le cisplatine.  
 
1. Mode d’action du cisplatine 
Le cisplatine fut synthétisé pour la première fois en 1844 par M. Peyronne. Cette molécule 
n’attire l’attention des scientifiques seulement qu’à partir de 1960 lorsque Rosenberg démontre 
que le cisplatine est capable d’inhiber la division cellulaire chez Escherichia coli. A partir de 
ce moment, le cisplatine est perçu comme un nouvel agent anti-cancéreux (Rosenberg, 
Vancamp et al. 1965). Après avoir constaté que le cisplatine avait des propriétés cytotoxiques, 
il est utilisé comme traitement systémique de divers cancers à la fin des années 70. En 1978, le 
cisplatine est le premier composé de platine approuvé par la FDA comme traitement contre le 
cancer (Kelland 2007). Les agents chimiothérapeutiques à base de platine sont utilisés dans de 
nombreux types de cancer tels que le cancer du poumon, le cancer de la tête et du cou, le cancer 






Figure I29 : Schématisation de l’activation du cisplatine. La molécule de cisplatine entre dans le 
cytoplasme (i) où elle est activée par le remplacement des groupements chlore par des groupements 
d’eau (ii). Une fois activée, la molécule de cisplatine se lie à l’ADN principalement au niveau de la 
position N7 des guanines et cytosines (iii) provoquant des adduits à l’ADN (iv). (Johnstone, 









Figure I30 :  Représentation des dommages à l’ADN induits par le cisplatine. Une fois la molécule 
de cisplatine activée, elle peut former deux grandes catégories d’adduits, les adduits au sein d’un même 
brin, on parle alors d’adduits intrabrin ou bien entre deux brins d’ADN différents, on parle alors de 
liaison croisée de la double hélice d’ADN. Les principaux adduits formés par le cisplatine sont des 
adduits intrabrin qui représentent 90% des dommages à l’ADN induits par le cisplatine (1,2-intrastrand 




Au niveau cellulaire, la molécule de cisplatine nécessite une étape d’activation lorsqu’elle 
pénètre dans la cellule. Cette activation passe par une série de réactions aqueuses spontanées 
qui entrainent le remplacement séquentiel des composés cis-chloro par des molécules d’eau 
(figure I29) (el-Khateeb, Appleton et al. 1999). 
Le produit hydrolysé peut alors réagir avec tout agent nucléophile présent dans la cellule comme 
les groupes sulfhydriles des protéines ou les atomes N des acides nucléiques. Ainsi le cisplatine 
induit des dommages à l’ADN qui bloquent la machinerie de réplication et poussent les cellules 
vers une mort cellulaire. Il a été montré que le cisplatine pouvait également induire la mort 
cellulaire par induction d’un stress oxydatif, en particulier par la surproduction d’espèces 
réactives de l’oxygène (ROS) au niveau des mitochondries et par la diminution du pool 
d’antioxydants intracellulaire comme la forme réduite du glutathion (GSH), et par induction 
d’un stress du réticulum endoplasmique.  
 
1.1 Dommages à l’ADN 
La cytotoxicité du cisplatine est principalement due à son interaction avec l’ADN. En effet, le 
cisplatine se fixe à un site nucléophile de l’ADN par liaison covalente formant ainsi des adduits 
à l’ADN. Deux types d’adduits existent, ceux au sein d’une même molécule d’ADN (lien intra-
brin) et ceux entre deux molécules d’ADN (lien inter-brin). En raison de la forte réactivité 
nucléophile de la position N7 et de la position O6 de la guanine, les agents alkylants induisent 
plus de dommages au niveau de cette base de l’ADN (Eastman 1987, Fu, Calvo et al. 2012). Il 
a été décrit dans la littérature que les adduits formés au sein d’un même brin sont 
majoritairement responsables de l’action cytotoxique du cisplatine. Ces données concordent 
avec le fait que 85 à 90% des lésions à l’ADN formées sont des adduits entre les bases purines 
d’un même brin (1,2-intrastrand ApG and GpG) (Kelland 1993) (figure I30).  
La majorité des adduits générés par le cisplatine au sein d’un même brin sont réparés par la voie 
de réparation par excision de nucléotides NER (Nucleotide Excision Repair). On distingue deux 
types de mécanismes de réparation par excision de nucléotides : le GGR (Global Genome 
Repair), qui reconnait et répare les dommages sur l’ensemble du génome et le TCR 
(Transcription-Coupled Repair) qui répare les lésions des gènes activement transcrits. La voie 
NER passe par l'excision sur le brin endommagé d'un segment de plusieurs nucléotides 
encadrant la lésion. Cette étape diffère entre les voies GGR et TCR. Dans le cas du GGR, la 
reconnaissance de la lésion se fait par un hétérodimère XPC-HR23B alors que pour le TCR, 
cela entraine le blocage de l’ARN polymérase II en association avec les protéines CSA et CSB. 
Puis des hélicases (XPB et XPD) ouvrent le duplexe d’ADN de part et d’autre afin de permettre 
la section de la lésion par des endonucléases simple brin (XPF/ERCC1 et XPG). Après excision, 





Figure I31 : Mécanismes de réparation des dommages à l’ADN induits par le cisplatine. (A) Les 
dommages à l’ADN au sein d’un même brin d’ADN sont détectés et réparés par le mécanisme de 
réparation par excision de nucléotide (NER). Ces dommages peuvent également être reconnus par la 
voie de réparation des mésappariements (MMR) mais ce mécanisme ne permet pas leur réparation. (B) 
Les dommages à l’ADN provoquant des cassures double brin sont pris en charge par les mécanismes de 
recombinaison homologue (HR) et la jonction d’extrémités non homologues (NHEJ) alors que les 
liaisons croisées de la double hélice d’ADN (ICL) sont réparées par les mécanismes NER, HR mais 
également la synthèse translésionnelle (TLS) et par des protéines impliquées dans l’anémie de Fanconi 





matrice. La réaction est terminée par l'action d'une ADN ligase qui suture le squelette 
phosphodiester de l'ADN (Zhang, Rohde et al. 2009) (figures I31 et I32).   
Ce genre d’adduits peut également être reconnu par la voie de réparation des mésappariements 
MMR (Mismatch repair). La voie MMR est responsable de la correction des erreurs simple brin 
telles que les mismatches ou les insertions/délétions qui ont lieu durant la réplication. De façon 
similaire à la voie NER, la voie MMR consiste en la reconnaissance et l’excision de la lésion, 
la resynthèse du brin endommagé et la ligation du brin néosynthétisé. La première étape fait 
intervenir deux hétérodimères, MutS (formé de MSH2-MSH6) et MutS (formé de MSH2-
MSH3) tous deux formant un complexe avec MutL. L’excision du brin endommagé se fait alors 
par l’exonucléase EXO1 puis la resynthèse est effectuée par deux polymérases : Pol et Pol  
Dans une cellule saine, lorsque le système détecte un mésappariement lors de la réplication, il 
détecte aussi le brin qui doit être corrigé via le profil de méthylation différent entre le brin 
préexistant et le brin néosynthétisé Cependant, suite à une exposition au cisplatine, cette voie 
de réparation permet seulement la reconnaissance des dommages et non leur réparation. En 
effet, la voie MMR remplace la base face à l’adduit laissant ainsi la source du mismatch intact. 
Face à ce phénomène, la cellule va relancer le système MMR. La génération de plusieurs cycles 
d’excision du brin endommagé peut alors entrainer la formation de cassures double brin 
(Martin, Lord et al. 2010) (figures I31 et I32).  
Outre l’apparition de cassures double brin via la voie MMR, le cisplatine peut également induire 
des cassures double brin à l’ADN par un autre mécanisme. En effet, lorsqu’un adduit à l’ADN 
se forme entre deux brins, il génère une cassure double brin lors de la formation de la fourche 
de réplication. Suite à ces dommages à l’ADN, deux voies de réparation se mettent en place, la 
recombinaison homologue RH (Homologous Recombination) et la jonction d’extrémités non 
homologues NHEJ (Non Homologous End Joining) (Hartlerode and Scully 2009, Lieber 2010).  
La recombinaison homologue est caractérisée par l’utilisation de la séquence d’ADN 
homologue au site de lésion comme modèle pour corriger le brin endommagé. Après l’induction 
de la cassure double brin, le site endommagé est reconnu par des kinases senseurs, telles que 
ATM, qui entrainent alors un arrêt du cycle cellulaire et le recrutement de protéines impliquées 
dans la réparation homologue. Ce recrutement passe par la phosphorylation d’une protéine 
importante : H2AX. Comme la voie RH requiert le brin homologue pour effectuer la réparation, 
ce système se met en place uniquement dans les cellules en prolifération. Suite à la formation 
d'une cassure double brin de l'ADN, la recombinaison homologue est initiée par la dégradation, 
de part et d'autre de la cassure, du brin d'ADN orienté dans le sens 5'-3'. L'ADN simple brin 
généré par la résection est immédiatement lié par la protéine de réplication A (RPA) qui doit 
être déplacée pour permettre à la recombinase Rad51 de s'assembler en un filament sur cet ADN 
simple brin. La recombinase Rad51 utilise l'information de séquence de l'ADN simple brin afin 
d’identifier la séquence homologue au site de cassure. Une fois la séquence homologue 




Figure I32 : Acteurs des différentes voies de réparation des dommages à l’ADN. La figure du haut 
décrit les lésions à l’ADN formées en fonction de la source des dommages générés. La figure du bas 
reprend les acteurs majeurs des différentes voies de réparation des dommages à l’ADN. (Rass, Grabarz 





même temps qu'elle enroule le brin d'ADN "chercheur" et son complémentaire pour former un 
ADN hétéroduplex, elle détache la protéine RAD51. La structure résultant de cet échange de 
brins, qui comporte un ADN double brin hétéroduplex et un ADN simple brin déplacé, est 
connue sous le nom de D-loop (pour Displacement loop). L'extrémité 3' de la molécule cassée 
se retrouve hybridée à son homologue intact au sein de la D-loop. Une ADN polymérase vient 
alors étendre cette extrémité en utilisant l'ADN complémentaire intact comme matrice 
(Hartlerode and Scully 2009, Lieber 2010) (figures I31 et I32). 
Dans le cas de la voie NHEJ, les cassures double brin sont reconnues par un hétérodimère 
constitué de Ku70/Ku80. Puis, DNA-PKcs se lie à l’ADN, permettant au complexe Artemis-
DNA-PKCs de fonctionner comme une endonucléase et de cliver quelques nucléotides au site 
de cassure. La synthèse du nouveau brin est alors effectuée par les ADN polymérases  and  
et l’ADN ligase IV peut suturer le squelette phosphodiester de l’ADN. Les cassures double brin 
générées en phase G0/G1 sont principalement réparées par la voie NHEJ. Contrairement à la 
voie RH, la voie NHEJ est considérée comme un mécanisme de réparation des dommages à 
l’ADN inducteur d’erreurs puisqu’il peut générer des délétions de quelques nucléotides lors de 
l’étape de ligation (Hartlerode and Scully 2009, Lieber 2010) (figures I31 et I32).  
Lorsqu’un dommage à l’ADN est reconnu, la cellule met en place, suivant la nature du 
dommage, divers processus permettant la réparation de la lésion et ainsi la survie cellulaire. Si 
la cellule ne parvient pas à réparer les dommages à l’ADN, celle-ci active des voies de 
signalisation dont celles incluant ATR, p53, p73 ou encore les MAPKs, pour initier la mort 
cellulaire programmée ou apoptose. Les différentes voies de mort cellulaire programmées sont 
présentées plus loin dans ce chapitre (Siddik 2003).  
 
1.2 Angiogenèse 
Le cisplatine peut impacter la croissance tumorale par des voies indépendantes des dommages 
à l’ADN. En effet, le cisplatine possède un effet anti-angiogénique qui est resté méconnu 
pendant de nombreuses années. Des études ont mis en évidence une action anti-angiogénique 
du cisplatine dans divers types de cancer tels que le cancer ovarien (Li, Wan et al. 2014) et le 
cancer des poumons (Lee and Wu 2015). Dans ce dernier modèle, l’effet anti-angiogénique du 
cisplatine a été associé à la sécrétion de la protéine TIMP-1 (Tissue Inhibitor of Matrix 
metalloproteinases-1), facteur anti-angiogénique, par les cellules cancéreuses (Ramer, Schmied 
et al. 2018). De plus, il a été montré qu’un traitement à faible dose avec du cisplatine réduisait 
la densité de la néovascularisation dans un modèle murin de xénogreffe de cancer de la tête et 







Figure I33 : Voie de signalisation en réponse à un stress du réticulum endoplasmique (RE) : 
Unfolded Protein Response. Suite à une accumulation de protéines mal repliées, la protéine GRP78 se 
dissocie des trois senseurs de stress : PERK (PKR-like RE kinase), ATF6 (Activating Transcription 
Factor 6 et IRE1 (Inositol-Requiring Enzyme 1) permettant leur activation. L’activation de ces senseurs 
se fait de façon graduelle, avec une activation de PERK dans un premier temps suivi de ATF6 et enfin 
d’IRE1. PERK inhibe la traduction des protéines en phosphorylant la protéine eIF2 (eukaryotic 
Initiation Factor 2). Cependant la protéine ATF4 (Activating Transcription Factor 4), facteur de 
transcription, est traduite par un mécanisme indépendant de eIF2 permettant l’induction de 
l’expression de gènes requis pour la restauration de l’homéostasie du RE. Une fois activé et clivé, ATF6 
agit également comme facteur de transcription induisant l’expression de chaperonnes et du gène XBP1 
(X Box-binding Protein 1). L’ARNm de XBP1 est alors épissé par IRE1. Il est ensuite traduit en un 





De récentes études se sont intéressées au développement d’une nouvelle molécule à base de 
platine très proche du cisplatine, [Pt (O, O′-acac) (γ-acac) (DMS)]. Cette nouvelle drogue, 
décrite par De Pascali et al en 2009, a été conçue de façon à ne pas cibler le génome (De Pascali, 
Papadia et al. 2009). Muscella et al en 2014 ont montré que ce nouvel agent anti-cancéreux 
avait un rôle anti-métastatique in vitro dans un modèle de cancer du sein humain via une 
diminution de la synthèse des métalloprotéases et de la migration des cellules cancéreuses 
(Muscella, Vetrugno et al. 2014, Muscella, Vetrugno et al. 2014, Staff 2015) . Cette drogue 
possède également un effet anti-angiogénique via une diminution de la migration des cellules 
endothéliales et du niveau d’expression du VEGF. De plus, ce nouveau composé présente une 
plus grande cytotoxicité in vitro accompagnée d’une réduction de la toxicité normalement 
observée sur le rein et le foie par le cisplatine, faisant du [Pt (DMS)] un nouveau candidat pour 
le développement de nouveaux traitements (Vetrugno, Muscella et al. 2014).  
 
1.3 Unfolded Protein Response 
Le réticulum endoplasmique (RE) est un organite qui joue un rôle essentiel dans le repliement 
et la maturation des protéines sécrétées et membranaires, dans la biosynthèse des lipides et 
l’homéostasie du calcium (Ca2+). De nombreuses conditions environnementales 
physiologiques ou pathologiques peuvent perturber le repliement des protéines du RE. Une 
accumulation de protéines mal repliées ou mal conformées conduit à un stress du réticulum 
endoplasmique. Face à ce stress, la cellule met en place une réponse adaptative permettant de 
restaurer l’homéostasie du RE : l’UPR (Unfolded Protein Response). L’activation de l’UPR 
entraine une diminution de la traduction, une augmentation de la capacité du RE à prendre en 
charge les protéines mal repliées, mais également une augmentation de la dégradation des 
protéines mal conformées par autophagie ou par le système de dégradation associé au RE : 
ERAD (ER-Associated Degradation). Cependant, si la mise en place de ces mécanismes ne 
suffit pas à restaurer l’homéostasie, la cellule entre en mort cellulaire.  
La voie de signalisation UPR est médiée par trois protéines localisées au niveau de la membrane 
du réticulum endoplasmique : IRE1 (Inositol Requiring Enzyme 1), ATF6 (Activating 
Transcription Factor 6) et PERK (PKR-like ER Kinase). En absence de stress, ces trois senseurs 
sont liés à une protéine chaperonne, GRP78 (Glucose Regulated Protein 78 kDa) qui les 
maintient inactifs. Suite à un stress du réticulum endoplasmique, GRP78 se décroche entrainant 
l’activation des trois médiateurs de la voie UPR (Rutkowski and Hegde 2010, McGrath, Logue 
et al. 2018) (figure I33).  
En réponse au stress du RE, IRE1 peut soit promouvoir la survie, soit la mort cellulaire. IRE1 
interagit avec GRP78 et les protéines mal repliées au niveau de sa région N-terminale située 






Figure I34 : Stress associés aux tumeurs capables d’induire l’activation de l’UPR. Lors de la 
croissance tumorale, les cellules cancéreuses sont confrontées à de nombreux stress qui induisent un 
stress au réticulum endoplasmique, conduisant à l’activation de la voie UPR. La nature de ces stress est 
très diverse allant de l’activation d’oncogènes à l’hypoxie ou à l’exposition à des agents 




menant à une juxtaposition de ses domaines kinases au niveau de la région C-terminale. Puis, 
la protéine subit des trans-autophosphorylations séquentielles provoquant un changement de 
conformation et l’activation de son domaine RNase également situé dans la région C-terminale. 
L’activité kinase de la protéine peut mener à la mort cellulaire via la voie JNK (c-jun n-terminal 
kinase) et l’activation de protéines pro-apoptotiques telles que BID et BAD (Tabas and Ron 
2011). Le domaine RNase de IRE1 a, quant à lui, deux fonctions : l’épissage de l’ARNm 
XBP1 (X-box Binding Protein 1) et la dégradation d’ARNm spécifiques, on parle alors 
d’activité RIDD (Regulated IRE1 Dependent RNA Decay). IRE1 est responsable de 
l’épissage de 26 nucléotides de l’ARNm de XBP1, qui code alors pour un facteur de 
transcription. XBP1 intervient dans l’adaptation du stress du RE en augmentant l’abondance de 
chaperonnes et en activant la machinerie de dégradation ERAD (McGrath, Logue et al. 2018). 
Comme une augmentation d’expression aux niveaux ARNm et protéique n’est pas forcément 
signe d’une activation de la protéine, l’abondance de la forme épissée de XBP1 est couramment 
utilisée pour refléter le niveau d’activation de IRE1.  
De façon similaire à IRE1, PERK possède un double rôle dans le devenir de la cellule face au 
stress du RE et peut soit mener à la survie, soit à la mort de la cellule. PERK possède un domaine 
kinase qui est activé par trans-autophosphorylation. Une fois activé, PERK phosphoryle la 
protéine eIF2α (Eukaryotic Initiation Factor 2α) bloquant la traduction dépendante de la coiffe 
de la majorité des ARNm. L’arrêt de la traduction permet alors au RE de prendre en charge les 
protéines mal conformées présentes au sein de la cellule. Cependant, certains ARNm tels que 
ATF4 (Activating Transcription Factor 4) peuvent être traduits par des mécanismes 
indépendants de la coiffe (Pakos-Zebrucka, Koryga et al. 2016). ATF4 est un facteur de 
transcription dont les gènes cibles encodent des protéines nécessaires à l’autophagie ou encore 
à l’activation de la mort cellulaire (Szegezdi, Logue et al. 2006).  
Le dernier médiateur, ATF6, est principalement impliqué dans la survie cellulaire. En condition 
de stress, ATF6 est transloqué du réticulum endoplasmique vers le Golgi où il est clivé par deux 
protéases : site-1 et site-2. La forme clivée d’ATF6 (ATF6c) est alors transloquée au noyau afin 
d’exercer son rôle de facteur de transcription. ATF6c entraine l’expression de gènes tels que 
XBP1, GRP78 et des chaperonnes nécessaire au maintien de l’homéostasie du RE (Haze, 
Yoshida et al. 1999, Rutkowski and Hegde 2010).  
Le stress du RE et l’activation de l’UPR ont tous deux étaient recensés comme étant impliqués 
dans de nombreux types de cancers et leur développement dont le cancer de la prostate (Sheng, 
Arnoldussen et al. 2015), du sein (Scriven, Coulson et al. 2009) et du colon (Li, Zhang et al. 
2017). L’activation de l’UPR dans les cellules malignes est attribuée à la fois à des facteurs 
intrinsèques tels que l’hyperactivation d’oncogènes qui peut mener à une augmentation de la 
synthèse protéique ou à des facteurs extrinsèques provenant du microenvironnement tumoral 






Outre les dommages à l’ADN, le cisplatine est capable d’induire la mort cellulaire via un stress 
du réticulum endoplasmique (Mandic, Hansson et al. 2003). Une seconde étude réalisée en 2007 
a révélé que le cisplatine induisait l’apoptose dans des cellules de rein énucléées chez la souris 
(Yu, Megyesi et al. 2007). Deux études ont démontré qu’une exposition au cisplatine induisait 
un stress du réticulum endoplasmique, une augmentation de l’abondance de GRP78, de PDI et 
de CHOP ainsi qu’une activation de la caspase 4 dans divers types de lignées cellulaires 
cancéreuses (Yu, Su et al. 2011, Xu, Yu et al. 2012). Ces résultats indiquent que le cisplatine 
induit également l’apoptose via un stress du réticulum endoplasmique. Notte et al ont également 
montré que dans le cas d’une exposition au taxol, la voie UPR était activée dans des cellules de 
cancer du sein (Notte, Rebucci et al. 2015). 
Cependant, le rôle de l’UPR dans la régulation de la mort cellulaire induite par le cisplatine est 
très fortement controversé. Des études ont révélé qu’une activation de la voie UPR contribuerait 
à une résistance des cellules cancéreuses face à la mort induite par des agents 
chimiothérapeutiques (Xu, Wang et al. 2014, Notte, Rebucci et al. 2015). En fait, il semblerait 
qu’une activation modérée de la voie UPR possède un rôle anti-apoptotique menant à une survie 
cellulaire et à une résistance aux agents anti-cancéreux, alors qu’une activation sévère de l’UPR 
mène à une mort cellulaire par apoptose via l’activation de IRE1 et de PERK (Szegezdi, Logue 
et al. 2006, Notte, Leclere et al. 2011, Bravo, Parra et al. 2013). 
 
1.4 Impact sur les cellules saines 
Les traitements à base de cisplatine peuvent également affecter les cellules saines avoisinant 
les cellules cancéreuses. C’est le cas par exemple pour le cancer ovarien (Mikula-Pietrasik, 
Witucka et al. 2018). Lorsqu’une cellule saine est exposée au cisplatine, son métabolisme et en 
particulier la production d’énergie devient anormale. Des études ont montré qu’une exposition 
des fibroblastes normaux à des agents chimiothérapeutiques (cisplatine, carboplatine, 
paclitaxel…) conduisait à une plus grande consommation de glucose et donc à une 
augmentation de la génération de lactate, acidifiant l’environnement extracellulaire. 
L’exposition au cisplatine peut également avoir un impact sur le microenvironnement tumoral. 
En effet, la présence de cet agent anti-cancéreux est capable d’induire la transformation 
métabolique et phénotypique de fibroblastes normaux en fibroblastes associés au cancer (Peiris-
Pages, Sotgia et al. 2015). Les CAFs stimulent l’adhérence et l’invasion des cellules 
cancéreuses in vitro mais également la croissance tumorale et la dissémination métastatique in 
vivo (Cai, Tang et al. 2012). Dès lors, la présence et l’activité des CAFs peuvent jouer un rôle 
dans la résistance des cellules cancéreuses face au cisplatine. 
L’inflammation est l’une des plus grandes caractéristiques des cancers. Cette inflammation est 





Figure I35 : Représentation schématique des mécanismes de mort cellulaire par nécrose ou par 
apoptose. La mort cellulaire par nécrose est caractérisée par un gonflement du cytoplasme des cellules 
menant à une désintégration de la cellule et au déversement du contenu intracellulaire dans le milieu 
extracellulaire et ainsi à une réaction inflammatoire. La mort cellulaire par apoptose, dite programmée, 
est caractérisée par la formation de corps apoptotiques suite à la condensation et la fragmentation de la 
cellule. Ce mécanisme de mort cellulaire n’entraine pas de réaction inflammatoire et permet de 




également intervenir dans l’échec de certains traitements et le développement de résistances 
(Vyas, Laput et al. 2014). C’est le cas du cisplatine, connu pour activer le facteur de 
transcription NF-κB (Nuclear transcription factor-kappaB) dans des cellules de cancer ovarien 
(Ohta, Ohmichi et al. 2006). Ce facteur contrôle la production d’agents pro-inflammatoires tels 
que TNF (tumor necrosis factor α) et les interleukines IL-1, IL-6 et IL-8 (Hoesel and Schmid 
2013). De plus, cette inflammation causée par le cisplatine a été associée à une néphrotoxicité.  
 
2. Mort cellulaire par apoptose 
La mort cellulaire joue un rôle essentiel dans de nombreux processus physiologiques. Elle 
permet d’éliminer les cellules endommagées, âgées ou en excès sans altérer l’intégrité du tissu 
environnant. Lorsqu’une cellule se retrouve face à un stress, elle active des voies de 
signalisation qui peuvent soit permettre sa survie, soit entrainer sa mort (Elliott and 
Ravichandran 2010, Fulda, Gorman et al. 2010). Le destin de la cellule dépend alors de la nature 
et du temps d’exposition au stress, mais également du type cellulaire.   
Il existe deux types majeurs de morts cellulaires : la nécrose et l'apoptose. La nécrose est une 
mort cellulaire dite « accidentelle » qui survient lors d'un dommage tissulaire. Lors de la 
nécrose, la cellule gonfle puis la membrane cellulaire éclate déversant le contenu cellulaire dans 
le tissu environnant et provoquant localement une inflammation (Rock and Kono 2008) (figure 
I35). L’apoptose est, quant à elle, une mort physiologique « programmée » qui a un rôle 
essentiel notamment au cours du développement embryonnaire et fœtal, dans l’organisation du 
système nerveux central, ainsi que dans l’élaboration du système immunitaire (Gewies, 2003) 
(Elliott and Ravichandran 2010). Contrairement à la nécrose, l’apoptose n’entraine pas le 
relargage du contenu intracellulaire dans le tissu environnant et donc aucune réaction 
inflammatoire n’est observée lors de ce processus (Huynh, Fadok et al. 2002, Rock and Kono 
2008). Dans le cadre de cette thèse, nous nous sommes uniquement intéressés à l’apoptose.  
Le terme « apoptose » est introduit pour la première fois en 1972 par Kerr et al, et désigne un 
processus morphologique menant à une autodestruction cellulaire contrôlée (Kerr, Wyllie et al. 
1972). Comme mentionné dans le premier chapitre de l’introduction, une déficience dans 
l’apoptose favorise le développement tumoral et constitue un des hallmarks du cancer (Hanahan 






Figure I36 : Photographie par microscopie électronique à balayage de cellules de sarcome de 
souris. La photographie représente des cellules de sarcomes de souris vivantes couvertes de 







Figure I37 : Organisation structurelle des caspases impliquées dans l’apoptose. Il existe deux 
classes de caspases, les caspases initiatrices et les caspases effectrices. L’ensemble de ces protéines 
possèdent une organisation structurelle proche avec un pro-domaine à l’extrémité N-terminale de 
longueur variable et un domaine catalytique à l’extrémité C-terminale. Ce domaine catalytique est 
composé de deux sous unités séparées par un peptide linker : P20 qui deviendra après clivage la grande 
sous-unité et P10 qui constituera la petite sous-unité. Dans le cas des caspases initiatrices, on peut noter 
la présence soit d’un domaine CARD (Caspase-Recruitment Domain) soit d’un domaine DED (Death 





Lorsqu’une cellule entre en apoptose, des changements morphologiques caractéristiques 
surviennent. La cellule se rétracte, la chromatine se condense puis une fragmentation 
caractéristique de l'ADN survient. La cellule se détache alors progressivement du tissu 
avoisinant devenant « ronde » et des invaginations apparaissent au niveau de leur membrane. 
L’évolution des invaginations membranaires aboutit à la fragmentation de la cellule en corps 
apoptotiques, vésicules membranaires contenant le cytoplasme et les organites dégradés 
(figures I36 et I37) (Elmore 2007). 
Parmi les organites, l’appareil de Golgi et le réticulum endoplasmique sont dégradés afin de 
pouvoir être encapsulés dans ces corps apoptotiques. La membrane mitochondriale externe est 
également perméabilisée lors de l’apoptose, permettant la libération de protéines signalétiques 
(Kerr, Wyllie et al. 1972, Majno and Joris 1995, Elmore 2007). 
 
2.2 Les acteurs de l’apoptose 
2.2.1 Les caspases 
C’est seulement dans les années 1990 que l’apoptose fut associée à l’activation des caspases 
(cysteine-dependent aspartate-specific proteases). Ces protéases comme leur nom l’indique, 
présentent une spécificité stricte de clivage de leurs substrats après un résidu d’acide aspartique. 
Les caspases sont les effecteurs principaux de l’apoptose, ces dernières entrainent la mort 
cellulaire via le clivage de substrats essentiels. Etant donné le rôle crucial des caspases dans le 
destin de la cellule, leur abondance et leur activation sont hautement régulées. Outre leur rôle 
central dans l’apoptose, ces enzymes interviennent dans des processus non-apoptotiques tels 
que la maturation de protéines pro-inflammatoires, la prolifération, la différenciation et la 
migration des cellules (Parrish, Freel et al. 2013). 
Les caspases sont synthétisées sous forme inactive ou zymogène, appelée pro-caspase. Suite à 
un signal pro-apototique, ces dernières sont converties en caspases actives. Il existe deux classes 
de caspases, les caspases initiatrices : Casp-9, Casp-2, Casp-8 et Casp-10 et les caspases 
effectrices : Casp-3, Casp-7 et Casp-6. L’ensemble de ces protéines partage une organisation 
structurelle conservée avec un pro-domaine à l’extrémité N-terminale de longueur variable 
allant de 23 à 219 acides aminés et un domaine catalytique à l’extrémité C-terminale. Ce 
domaine catalytique est composé de deux sous-unités séparées par un peptide linker : un 
domaine de 17 à 21 kDa (P20) qui deviendra après clivage la grande sous-unité et un domaine 
de 10 à 14 kDa (P10) qui constituera la petite sous-unité (Figure I37). L’activation des caspases 
passe par un rassemblement de ces deux sous-unités, permettant la formation du site actif de la 
protéine. Pour cela, le peptide linker doit être clivé. L’association des deux sous-unités est 





Figure I38 : Mécanisme d’activation des caspases. Les pro-domaines N-terminaux sont représentés 
en bleu, les grandes sous-unités sont en jaune et les petites sous-unités en rouge. La caspase active résulte 




contiennent alors deux copies de chaque sous-unité qui vont prendre une configuration GPPG 
(G=grande et P=petite) (Pop and Salvesen 2009, MacKenzie and Clark 2012). Les différentes 
caspases initiatrices se différencient au niveau de leur pro-domaine. En effet, les caspases 2 et 
9 possèdent dans leur pro-domaine un domaine CARD (Caspase-Recruitment Domain) tandis 
que les caspases 8 et 10 possèdent un domaine DED (Death Effector Domain) (Figure I37) (Bao 
and Shi 2007). Ces différents domaines (DED et CARD) sont impliqués dans le processus 
d’activation des caspases par des interactions protéine-protéine.  
Les caspases sont activées suite à un signal pro-apototique. Cependant, d’autres mécanismes de 
régulation existent. Par exemple, la caspase 9 possède des nombreux sites de phosphorylation. 
Cette phosphorylation peut soit provoquer une diminution de son activité et/ou de son clivage, 
c’est le cas de la phosphorylation réalisée par la CDK1 lors du cycle cellulaire (cyclin-
dependent kinase 1) (Allan and Clarke 2007), soit augmenter son activité, c’est le cas de la 
phosphorylation réalisée par c-Abl en cas de dommages à l’ADN (Raina, Pandey et al. 2005). 
Un autre exemple de modification post-traductionnelle est la polyubiquitinylation des caspases 
9 et 3 actives par XIAP menant à leur dégradation par le protéasome (Suzuki, Nakabayashi et 
al. 2001, Morizane, Honda et al. 2005). 
 
2.2.2 Activation des caspases initiatrices 
D’un point de vue général, l’activation des caspases passe par le clivage protéolytique de la 
forme zymogène au niveau de deux sites consensus contenant un résidu acide aspartique. 
Chaque caspase activée résulte du clivage protéolytique et de l’auto-association de 2 pro-
caspases (figure I38). Les pro-caspases initiatrices sont présentes sous formes de monomères 
inactifs. Leur activation nécessite leur dimérisation, étape essentielle pour que l’apoptose ait 
lieu.  Une fois les caspases initiatrices activées, elles clivent le peptide linker des pro-caspases 
effectrices. Ces dernières sont présentes en conditions physiologiques sous forme de dimères 
stables mais inactifs. Suite au clivage protéolytique de leur peptide linker, un réarrangement de 
leur site actif permet leur activation.  
La pro-caspase 8 (Kischkel, Hellbardt et al. 1995) et la pro-caspase 10 (Kischkel, Lawrence et 
al. 2001) s'oligomérisent par l’intervention de la protéine adaptatrice FADD (Fas protein with 
DD) au niveau de leur domaine DED. FADD, par son domaine DD (Death Domain), peut 
s’associer au récepteur Fas (Chinnaiyan, O'Rourke et al. 1995). Le complexe, ainsi constitué 
du récepteur, de FADD et de la pro-caspase, est nommé DISC (Death Inducing Signaling 
Complex). Le domaine DED de ces deux caspases permet le recrutement et l’activation de ces 
protéines au niveau d’un récepteur de mort situé à la surface de la cellule suite à son activation. 
Le complex DISC permet alors de faire le lien entre les caspases et les récepteurs de mort pour 






Contrairement aux autres caspases initiatrices, la pro-caspase 2 est capable de former des 
dimères et de s’auto-activer lorsque son niveau d’expression est important. Cependant, elle a 
besoin comme les autres caspases initiatrices de s’associer à des protéines adaptatrices dont la 
protéine RAIDD (RIP-associated ICH-1/CED-3-homologous protein with DD) et la protéine 
induite par p53, PIDD (Duan and Dixit 1997). Le complexe ainsi formé est appelé PIDDosome.  
Le mécanisme d’activation de la pro-caspase 9 est comparable à celui des pro-caspases 
initiatrices 2, 8 et 10. Son activation dépend de la formation d’un complexe multiprotéique, 
l'apoptosome (Acehan, Jiang et al. 2002). L’apoptosome est constitué du cytochrome c libéré 
par la mitochondrie, d'Apaf1 (apoptotic protease-activating factor-1), d’ATP et de la pro-
caspase 9 (Zou, Li et al. 1999). Dans ce complexe, Apaf-1 joue le rôle de protéine adaptatrice. 
Il possède en effet une région de liaison CARD, impliquée directement dans le recrutement de 
la pro-caspase 9 (Acehan, Jiang et al. 2002). Dans un contexte apoptotique, le cytochrome c et 
l’ATP lient Apaf-1, induisant un changement conformationnel permettant de démasquer alors 
sa région CARD : la pro-caspase 9 est ainsi recrutée et activée, induisant la voie intrinsèque de 
l’apoptose. Liu et al ont mis en évidence en 2002 qu’une altération de la formation de 
l’apoptosome conduisait à une diminution de l’activation de la caspase 9 et de ses cibles dont 
la caspase 3 menant in fine à une résistance au cisplatine dans des lignées de cancer ovarien 
(Liu, Opipari et al. 2002).  
 
2.2.3 Activation des caspases effectrices 
Les caspases 3, 6 et 7, caspases effectrices, ne peuvent être activées par un mécanisme d’auto-
activation. En effet, ces protéases disposent d’un domaine court incapable d’initier leur 
oligomérisation et leur activation. Ainsi leur clivage protéolytique est pris en charge par les 
caspases initiatrices. L’activation protéolytique des caspases 3 et 7 par l’action directe des 
caspases 8 et 10 a été mise en évidence (Nagata 1997, Stennicke, Jurgensmeier et al. 1998). De 
même, la caspase 9 est capable d’induire l’activation des pro-caspases 3 et 7 (Srinivasula, 
Ahmad et al. 1998). Alors que le clivage des pro-caspases 3 et 7 peut résulter de l’action directe 
des caspases 8, 9, 10. De plus, des expériences in vitro montrent que la pro-caspase 6 est clivée 
uniquement par les caspases 3 et 7 (Srinivasula, Ahmad et al. 1998, Slee, Harte et al. 1999). Il 
a été montré que le cisplatine induisait l’apoptose via une activation de la caspase 3 (Mandic, 
Hansson et al. 2003).  
 
2.2.4 Substrats clivés par les caspases effectrices 
Suite à leur activation, les caspases effectrices déclenchent, via le clivage de nombreux 





Figure I39 : Représentation schématique des voies d’apoptose intrinsèque et extrinsèque. 













associées au cytosquelette telles que l’actine (Mashima, Naito et al. 1999), la -caténine 
(Herren, Levkau et al. 1998) ou la gelsoline (Kothakota, Azuma et al. 1997) entrainant un 
réarrangement du cytosquelette et le bourgeonnement de la membrane plasmique observés 
durant l’apoptose. Outre les protéines impliquées dans le remodelage du cytosquelette, un grand 
nombre des substrats des caspases sont des régulateurs de l’apoptose. En effet, on y retrouve 
plusieurs protéines de la famille des Bcl-2 : Bcl-2 et Bcl-Xl qui sont anti-apoptotiques ainsi que 
Bid et Bax qui sont eux pro-apoptotiques. La protéine Bcl-2 a été décrite comme étant le 
premier inhibiteur intracellulaire de l’apoptose (Reed 1998).  Autres substrats importants des 
caspases lors de l’apoptose sont les protéines interagissant avec l’ADN dont DFF-45/ICAD 
(Tang and Kidd 1998) et PARP (Poly(ADP-Ribose) polymérase) (Chaitanya, Steven et al. 
2010). PARP est une protéine nucléaire impliquée dans la voie de réparation de l’ADN.  
Lorsque des cassures dans l’ADN sont détectées, PARP se lie aux fragments d'ADN simple 
brin et, après un changement de configuration, commence la synthèse d'une chaîne de 
poly(ADP-ribose) (PAR) comme signal pour les autres enzymes de réparation à l’ADN 
(Rouleau, Patel et al. 2010). Lors de l’apoptose, le clivage de PARP n’est pas essentiel à 
l’exécution de l’apoptose cellulaire mais représente plutôt une signature de mort cellulaire. En 
effet, le clivage de PARP-1 est utilisé comme marqueur précoce de mort cellulaire induit par 
les agents chimiothérapeutiques. PARP-1 est un substrat reconnu par les caspases 3 et 7 au 
niveau d’un site de clivage consensus DEVD (Chaitanya, Steven et al. 2010, Rouleau, Patel et 
al. 2010). Le clivage de la caspase 3 et de PARP a donc été utilisé lors de cette thèse comme 
marqueur de l’apoptose.  
 
2.3 Les voies de signalisation  
2.3.1 Voie intrinsèque de l’apoptose 
Le mécanisme d’apoptose est médié par deux voies principales d’activation. La première 
décrite dans ce chapitre est la voie dite intrinsèque mettant en jeu la mitochondrie (figure I39). 
Cette voie est gouvernée principalement par des protéines appartenant à la super-famille Bcl-
2 : les protéines BH3-only (figure I40). Les protéines BH3-only peuvent être subdivisées en 
deux groupes distincts : les protéines activatrices (Bim, Bid et Puma) capables de lier toutes les 
protéines anti-apoptotiques répertoriées et les protéines « senseurs » (Bad, Bik, Bmf, Hrk et 
Noxa) ayant une affinité pour certaines protéines anti-apoptotiques de façon plus spécifique 
(Shamas-Din, Brahmbhatt et al. 2011, Shamas-Din, Kale et al. 2013). Ces protéines sont 
impliquées dans l’activation de deux autres protéines de la famille Bcl-2 : Bax et Bak qui 
forment alors des oligomères responsables de la perméabilisation de la membrane 
mitochondriale externe. Il a été décrit que le cisplatine induisait une modulation pro-
apoptotique de Bak dans la lignée cellulaire 224, cellule de mélanome métastatique humain 





Figure I40 : Organisation structurelle des membres de la famille Bcl-2. Les protéines de cette 
famille sont divisées en deux groupes : les anti-apoptotiques et les pro-apoptotiques. Les protéines pro-
apoptotiques sont également subdivisées suivant leur fonction, celles qui perméabilisent la membrane 
externe de la mitochondrie telles que Bax et Bak et celles qui activent l’apoptose en activant Bax et Bak 
ou en inhibant les protéines anti-apoptotiques telles que Bim ou Bad. Toutes les protéines anti-
apoptotiques ainsi que Bax, Bak et Bid possèdent plusieurs régions d’homologie des protéines de la 
famille Bcl-2 (BH1 à BH4). Cependant, les protéines ne possédant que le domaine BH3 telles que Bim, 
Bad et Noxa sont appelées BH3 only et sont intrinsèquement déstructurées. La plupart des protéines de 
la famille Bcl-2 possède un domaine de fixation aux membranes (MBR) permettant leur ancrage dans 
la membrane externe des mitochondries ou la membrane du réticulum endoplasmique. (Shamas-Din, 





 Figure I41 : Modèles de régulation de Bax et 
Bad par la famille de protéines Bcl-2. Le modèle 
A propose que les protéines sensibilisatrices de la 
famille BH3 only activent l’apoptose par 
activation des protéines Bax et Bak. Le modèle B 
propose une activation constitutive des protéines 
Bax et Bak qui sont alors activées par inhibition 
des protéines anti-apoptotiques. Le modèle C est 
une combinaison des modèles A et B. (Shamas-




Les membres du groupe de protéine BH3-only sont des senseurs de la voie intrinsèque de 
l’apoptose. L’activation de ces protéines peut être régulée par de nombreuses voies. Par 
exemple, les protéines BH3-only sont régulées par des modifications post-traductionnelles. 
C’est le cas de Bad, qui, lorsqu’il est phosphorylé par Akt, est séquestré par 14-3-3, ce qui 
empêche sa fonction de protéine pro-apoptotique (Puthalakath and Strasser 2002) ou de Bax 
empêchant alors la perméabilisation de la membrane mitochondriale et le relargage du 
cytochrome c (Simonyan, Renault et al. 2016).  
Plusieurs mécanismes d’activation de Bax et Bak par les protéines BH3-only ont été 
proposés (figure I41) :  
- Le modèle de dérépression ou de déplacement : dans ce modèle, Bax et Bad sont 
constitutivement activées et doivent donc être inhibées pour ne pas déclencher 
l’apoptose. 
- Le modèle d’activation direct : Bax et Bak sont activées par des protéines BH3-only 
puis elles s’oligomérisent de façon à activer l’apoptose. En absence de stress, les 
protéines anti-apoptotiques inhibent l’apoptose en séquestrant les protéines BH3-only.  
- Le modèle « Embedded together » : Ce modèle est un mélange des deux modèles 
précèdent. En effet, les protéines Bax et Bak sont constitutivement activées. Les 
protéines pro-apoptotiques senseurs se lient aux protéines Bcl-2 anti-apoptotiques 
entraînant la libération de Bak et Bax. Les protéines activatrices jouent un rôle dans 
l’insertion de Bax et Bak dans la membrane mitochondriale externe, permettant ainsi la 
mort cellulaire (Shamas-Din, Kale et al. 2013, Siddiqui, Mukherjee et al. 2015).  
 
Suite à la perméabilisation des membranes mitochondriales externes, des protéines 
normalement présentes dans l’espace inter-membranaire mitochondrial se retrouvent dans le 
cytosol. Ces protéines telles que le cytochrome c, Smac/Diablo et la sérine protéase HtrA2/Omi 
favorisent l’apoptose. En effet, comme décrit précédemment, le cytochrome c libéré dans le 
cytosol participe à la formation de l’apoptosome. Lorsque le cytochrome c est libéré dans le 
cytoplasme, il se lie au domaine WB-40 d’Apaf-1, permettant ainsi l’oligomérisation de la 
protéine en consommant des molécules d’ATP. De plus, la libération de Smac/Diablo et 
HtrA2/Omi inhibent la protéine XIAP, protéine inhibitrice des caspases 9, 3 et 7. Etant une 
caspase initiatrice, l’activation de la caspase 9 entraine le clivage de ses substrats, dont les 
caspases effectrices 3 et 7, qui à leur tour clivent leurs substrats entraînant les changements 
morphologiques et la mort de la cellule. Les protéines AIF (apoptosis-inducing factor) et 
l’endonucléase G sont également libérées dans le cytosol induisant la fragmentation de l’ADN 






Figure I42 : Voies de signalisation activées en 
réponse aux dommages à l’ADN induits par le 
cisplatine. Lorsque le cisplatine induit des 
dommages à l’ADN, la cellule active de nombreuses 
voies de signalisation permettant l’arrêt du cycle 
cellulaire, la réparation des dommages à l’ADN et sa 
survie.  Si la cellule n’arrive pas à faire face à ces 
















Figure I43 : Formation du complexe DISC lors de l’apoptose. (A) Le récepteur de mort, ici CD95 
interagit avec le domaine DD (Death Domain) de la protéine adaptatrice FADD suite à la fixation de 
son ligand, CD95L. Cette protéine adaptatrice possède également un domaine DED permettant de fixer 
les pro-caspases 8 ou 10 et ainsi de faire le lien entre le récepteur de mort et les pro-caspases. (B) Suite 
à la formation de ce complexe DISC, les pro-caspases 8 ou 10 sont activées par deux clivages 
protéolytiques successifs. Les dimères formés sont capables de cliver des dimères adjacents, la protéines 
c-FLIPL mais également les caspases effectrices 3, 6 et 7. (Krammer, Arnold et al. 2007) 
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2.3.2 Voie extrinsèque de l’apoptose 
La seconde voie décrite dans ce chapitre est la voie extrinsèque de l’apoptose. Cette voie fait 
intervenir la liaison d’un ligand à son récepteur. Ces récepteurs de mort cellulaire possèdent un 
domaine cytoplasmique « Death Domain » ou DD. Il existe huit récepteurs contenant ce 
domaine DD présents à la membrane plasmique. Parmi ceux-ci, les plus connus sont les 
récepteurs de la famille TNF (Tumor necrosis factor) auxquels se lient le TNF-, Fas et 
TRAILR1. Le domaine DD, en plus d’être présent sur ces récepteurs, peut être retrouvé dans 
certaines protéines adaptatrices telles que FADD et TRADD. L’initiation de l’apoptose par le 
couple Fas ligand/Fas récepteur entraine le recrutement de FADD au niveau des domaines de 
mort du récepteur DD et la formation du complexe DISC comme présenté dans la partie 
« activation des caspases initiatrices » (Thorburn 2004).  
Les dommages à l’ADN induits par le cisplatine peuvent induire la mort cellulaire par les 
récepteurs Fas (figure I42) et ces derniers sont donc détaillés dans le paragraphe qui suit. 
L’activation des autres récepteurs ne sera pas abordée.  
Il existe 29 récepteurs transmembranaires au TNF, tous caractérisés par un domaine 
extracellulaire liant un ligand et un domaine intracellulaire permettant l’activation de voies de 
signalisation. Parmi ces récepteurs, on distingue deux groupes : les récepteurs de mort et les 
récepteurs activateurs (Locksley et al. 2001). La plupart des récepteurs TNFR sont des 
récepteurs activateurs qui permettent l’activation du facteur de transcription NF-κB (Nuclear 
factor κB) ou l’enclenchement de la voie des MAPKs. Les récepteurs de mort, contenant un 
domaine DD, quant à eux sont au nombre de 8 : TNFR1, FasR, DR3, DR4, DR5, DR6, EDAR, 
NGFR. Un des couples de ligand/récepteur les plus caractérisés est FasL/FasR (Lavrik, Golks 
et al. 2005).  
La liaison du ligand FasL à son récepteur induit un changement de conformation de ce dernier 
rendant accessible son domaine DD à la protéine adaptatrice FADD (Scott, Stec et al. 2009). 
En plus de son domaine DD, FAD contient un domaine DED permettant de faire le lien entre 
le récepteur de mort et les caspases 8 et 10. La formation du complexe DISC permet alors la 
dimérisation et l’activation de la caspases 8. Les dimères ainsi formés sont capables de cliver 
des dimères adjacents, la protéine c-FLIPL mais également les caspases effectrices 3, 6 et 7. 
L’activation des pro-caspases 8 nécessite deux clivages protéolytiques successifs, le premier au 
niveau du peptide linker et le second entre le pro-domaine et la grande sous-unité permettant 
de libérer le dimère activé du complexe DISC. Le dimère actif libéré peut alors cliver ses 







Figure I44 : Activation de l’apoptose par un stress du RE. En absence de stress, les protéines pro-
apoptotiques Bax et Bak sont inactivées via leur activation avec la protéine Bcl-2 au niveau de la 
membrane des mitochondries et du réticulum endoplasmique. Un stress du réticulum endoplasmique 
entraine l’activation de la voie JNK mais également l’induction de l’expression de la protéine CHOP. 
L’activation de la voie JNK inhibe l’activité anti-apototique de la protéine Bcl-2 par phosphorylation. 
De plus, CHOP bloque l’expression de Bcl-2. L’ensemble de ces évènements provoque l’activation de 





2.3.3 Apoptose induite par un stress du réticulum endoplasmique 
L’apoptose peut également être induite suite à un stress du réticulum endoplasmique. En effet, 
des études ont montré que le réticulum endoplasmique pouvait avoir un double rôle en 
entrainant soit la survie cellulaire soit la mort cellulaire suite à stress. Les médiateurs de la 
réponse au stress du réticulum endoplasmique, PERK, IRE1 et ATF6 sont fondamentaux dans 
l’induction de la mort cellulaire par apoptose (Szegezdi, Logue et al. 2006).  
L’activation de PERK conduit à la phosphorylation de eIF2 entrainant une inhibition générale 
de la traduction des protéines dépendante de la coiffe. Cependant, cette atténuation de la 
traduction n’est pas absolue. En effet, il existe des séquences régulatrices IRES (Internal 
Ribosomal Entry Site) dans la région 5’ de certains ARNm permettant leur traduction, c’est le 
cas de ATF4 (Schroder and Kaufman 2005).  ATF4 est impliquée dans la survie cellulaire en 
induisant l’expression de gènes dont les produits jouent un rôle dans le métabolisme des acides 
aminés, les réponses aux stress ou la sécrétion de protéines (Harding, Zhang et al. 2003). 
Cependant, tous les gènes cibles de ATF4 ne favorisent pas la survie de la cellule. En effet, 
ATF4 induit l’expression de CHOP (transcription factor C/EBP homologous protein) qui joue 
un rôle important l’induction d’un signal pro-mort via l’induction de l’expression de gènes pro-
apoptotiques (Zinszner, Kuroda et al. 1998). CHOP est également régulé au niveau post-
traductionnel par une phosphorylation des résidus sérines 78 et 81 par la kinase p38, augmentant 
ainsi son activité.  
IRE1 pourrait également induire un signal pro-apoptotique via l’activation de la voie de 
signalisation JNK (c-Jun N-terminal). En effet, une fois activé, IRE1 recruterait la protéine 
TRAF2 (TNF-Receptor-Associated Factor 2) molécule adaptatrice des récepteurs TNF. Le 
complexe IRE1-TRAF2 ainsi formé suite à un stress du RE peut recruter la protéine ASK1 
(Apoptosis Signal Regulating Kinase 1), protéine de la famille des MAP kinase kinase kinase 
impliquée dans l’activation des protéine kinases JNK et p38 (Nishitoh, Saitoh et al. 1998). Une 
surexpression de ASK1 induit l’apoptose dans divers types cellulaires alors que son invalidation 
chez la souris entraine une résistance des cellules neuronales à la mort cellulaire induite par un 
stress du réticulum endoplasmique (Nishitoh, Matsuzawa et al. 2002). Ces résultats montrent 
l’importance de la protéine ASK1 dans la mort cellulaire induite par un stress du RE. ASK1 
induirait l’apoptose via l’activation des caspases 8 et 3 et le relargage de cytochrome c par les 
mitochondries (Hatai, Matsuzawa et al. 2000). Cependant, en 2003, la caspase 12 a été proposée 
comme caspase clé de l’apoptose induite par un stress du réticulum endoplasmique (Szegezdi, 
Fitzgerald et al. 2003). L’activation de JNK entraine la phosphorylation de la protéine Bcl-2 
supprimant ainsi son activité anti-apoptotique mais également la phosphorylation de protéines 







Malgré l’induction de la protéine CHOP par la protéine ATF6, aucun lien n’a encore été fait 
entre l’activité d’ATF6 et l’induction de signaux pro-apoptotique. Contrairement à PERK et 
IRE1, ATF6 a été jusqu’à présent uniquement impliquée dans la survie cellulaire (figure I44).  
 
2.3.4 Voie de signalisation en réponse aux dommages à l’ADN induits par le cisplatine 
Outre l’induction de la mort cellulaire via la voie des récepteurs Fas et via l’activation de la 
caspase 9 par c-Abl présentées ci-dessus, le cisplatine peut également induire des signaux pro- 
apototiques par les différentes voies de signalisation activées en réponse aux dommages à 
l’ADN (figure I42). Ces réponses cellulaires initiées en réponse aux dommages impliquent des 
acteurs majeurs tels que p53, ERK (Extracellular signal-Regulated Kinases), JNKs (c-Jun N-
terminal kinases) et la kinase p38.  
p53 est un facteur de transcription crucial dans la réponse aux dommages à l’ADN. Lorsque 
des dommages à l’ADN sont détectés, l’abondance de la protéine p53 augmente notamment 
due à la stabilisation de la protéine. L’activation de p53 après induction de dommages à l’ADN 
a un impact sur de nombreux gènes impliqués dans le cycle cellulaire, la réparation des 
dommages à l’ADN et l’apoptose tels que p21 (el-Deiry, Tokino et al. 1993), MDM2 (Murine 
Double Minute 2) (Barak, Juven et al. 1993), Bax (Miyashita and Reed 1995) ou GADD45 
(Growth Arrest and DNA Damage Gene 45) (Kastan, Zhan et al. 1992). En absence de stress, 
la protéine p53 est rapidement dégradée via l’interaction de la protéine MDM2 au niveau de 
l’extrémité N-terminale de p53. Cette association entraine alors une ubiquitinylation de p53 
suivie de sa dégradation par le protéasome. Plus récemment, il a été montré que la régulation 
de la stabilisation de MDM2 et donc l’activation de la voie de signalisation p53 été assurée par 
la protéine NEDD4-1 (Kubbutat, Jones et al. 1997, Xu, Fan et al. 2015).  En réponse à des 
dommages à l’ADN, l’abondance de la protéine p53 augmente.  
p53 peut également être phosphorylé au niveau de la sérine 15 par d’autres acteurs majeurs tels 
que ERK, c-JNK et p38, trois kinases majeures de la voie de signalisation des MAPKs, mais 
également ATM (ataxia telangiectasia mutated protein) et ATR (ATM- and Rad3-related 
protein). Cependant, le cisplatine active préférentiellement ATR (Damia, Filiberti et al. 2001, 
Zhao and Piwnica-Worms 2001). Persons et al ont démontré qu’une exposition au cisplatine 
activait les protéines ERK 1/2 et qu’une inhibition de cette protéine entrainait une augmentation 
de la sensibilité d’une lignée de carcinome ovarien, A2780, au cisplatine. De plus, ils ont montré 
que ERK 1/2 étaient responsables au moins en partie de la phosphorylation de p53 en réponse 
aux dommages à l’ADN induits par le cisplatine. Ces résultats suggèrent que l’activation de 
ERK par le cisplatine intervient dans la régulation de la réponse aux dommages à l’ADN médiée 
par p53 après une exposition au cisplatine (Persons, Yazlovitskaya et al. 2000, Wang, 






de cette thèse sont mutées pour p53. Dès lors, la voie de signalisation médiée par p53 en réponse 
au cisplatine n’a pas été investiguée.  
Indépendamment des voies précédemment présentées, le cisplatine peut induire l’apoptose via 
p73. Le niveau d’expression de p73 est fréquemment altéré dans le cancer entrainant une 
modulation de la sensibilité des cellules à l’apoptose induite par les agents 
chimiothérapeutiques (Melino, De Laurenzi et al. 2002, Irwin 2004, Vayssade, Haddada et al. 
2005). Le rôle de cette protéine dans l’apoptose induits par les agents anti-cancéreux est bien 
établi (Irwin, Kondo et al. 2003, Ozaki and Nakagawara 2005, Ramadan, Terrinoni et al. 2005).  
Il a été démontré, par Bahlani et al, en 2011, que p73 et sa régulation par la voie de la calpaine 
dépendante du calcium était impliquée dans l’apoptose induite par le cisplatine dans des cellules 
de cancer des ovaires, OVCA. De plus une dérégulation de la voie de signalisation 
Ca2+/calpaine/p73 peut être impliquée dans le développement d’une résistance au cisplatine 
(Al-Bahlani, Fraser et al. 2011).  
 
Conclusion 
Les différents points abordés dans ce chapitre ont permis d’éclaircir le mode d’action d’un des 
agents chimiothérapeutiques les plus utilisés pour lutter contre le cancer, le cisplatine. La 
compréhension des différentes étapes d’action du cisplatine mais également des voies et acteurs 
intervenant dans la mort cellulaire induite par cet agent anti-cancéreux est primordiale pour 







Figure I45 : Représentation schématique des mécanismes de résistance au cisplatine. Ces 
mécanismes comprennent les voies d’entrée ou de sortie de la drogue en dehors de la cellule, les voies 
de détoxification du cisplatine mais également les voies de réparation des dommages à l’ADN. (Rocha, 




Chapitre 7 : Mécanismes de résistance au cisplatine 
Parmi les traitements utilisés contre le cancer, la chimiothérapie est une des options les plus 
couramment choisies. Cependant, avec le temps, des résistances à ces traitements apparaissent. 
Comme mentionné dans l’ensemble de cette introduction, plusieurs paramètres peuvent être 
impliqués dans cette résistance allant d’une adaptation intrinsèque ou acquise des cellules 
cancéreuses à l’implication du microenvironnement dont l’hypoxie (Rebucci and Michiels 
2013). Les principales voies responsables d’une résistance au cisplatine sont décrites dans ce 
chapitre (figure I45) (Galluzzi, Senovilla et al. 2012, Shen, Pouliot et al. 2012, Zhu, Luo et al. 
2016).  
 
1. Réduction de l’accumulation intracellulaire du cisplatine  
Une des plus grandes voies de résistance au cisplatine est la diminution de son entrée dans la 
cellule. En effet, en diminuant la quantité de l’agent anti-cancéreux au sein de la cellule cette 
dernière se protège via une diminution des adduits à l’ADN induits par le cisplatine. Il a été 
montré dès 1996 que la résistance au cisplatine de la lignée cellulaire BEL7404, lignée 
intrinsèquement résistante au cisplatine, issue d’un cancer du foie provenait d’une diminution 
de l’accumulation intracellulaire de cet agent chimiothérapeutique. De plus, à partir de cette 
lignée, les chercheurs ont généré de nouvelles lignées dont la résistance au cisplatine était 
augmentée et ils ont mis en évidence que l’augmentation de la résistance de ces lignées était 
associée avec une diminution de l’accumulation de cisplatine au sein des cellules (Johnson, 
Shen et al. 1996).  
Pendant très longtemps, l’entrée du cisplatine dans une cellule était caractérisée par une 
diffusion passive (Yoshida, Khokhar et al. 1994). Cependant il a été prouvé que l’entrée et la 
sortie du cisplatine passaient par des transporteurs de cuivre. En effet, l’entrée du cisplatine 
impliquerait en particulier la protéine CTR1 (Ishida, Lee et al. 2002, Holzer, Manorek et al. 
2006) alors que son export serait pris en charge par la protéine ATP7B. Le métabolisme du 
cuivre fut impliqué en 1993 dans le transport du cisplatine (Jungmann, Reins et al. 1993). Une 
altération du niveau d’expression, de la localisation et ou de la fonction de CTR1 et ATF7B a 
été associée à une résistance au cisplatine bien plus tard (Katano, Kondo et al. 2002, Safaei, 
Holzer et al. 2004, Chen, Song et al. 2008, Ishida, McCormick et al. 2010). Le premier 
transporteur identifié comme étant associé à la résistance aux thérapies est ABCB1 (ATP-
binding cassette transporter). Ce transporteur fonctionne comme une pompe à efflux pour de 
nombreux agents anti-cancéreux mais pas pour le cisplatine (Gottesman, Fojo et al. 2002, Gillet 
and Gottesman 2010, Gottesman, Lavi et al. 2016, Robey, Pluchino et al 2018). Cependant, de 







responsables de la prise en charge du cisplatine et un certain nombre ont pu être décrits tels que 
les MRPs (efflux ATPases) et les protéines carriers telles que les aquaporines AQP2 et AQP9. 
La protéine MRP1 est connue pour être impliquée dans la détoxification et la chimioprotection 
en transportant de nombreux composés, en particulier les métabolites secondaires conjugués à 
des substances lipophiles avec le glutathion, le glucuronate et le sulfate. Malgré leur action sur 
la pharmacocinétique de nombreuses drogues, aucune corrélation directe n’a pu être établie 
pour le cisplatine (Hamaguchi, Godwin et al. 1993, Zelcer, Saeki et al. 2001, Filipits, Haddad 
et al. 2007). Cependant, une étude réalisée en 2010 a montré qu’une augmentation d’expression 
et une altération de la N-glycosylation des protéines MRP1 et MRP4 étaient associées à une 
résistance au cisplatine dans des cellules de cancer ovarien résistantes à l’oxiloplatine (Beretta, 
Benedetti et al. 2010). Généralement les cellules résistantes au cisplatine ne présentent pas de 
résistance croisée pour l’oxiloplatine mais les cellules résistantes à l’oxiloplatine sont souvent 
résistantes au cisplatine.  
Il a également été montré qu’une modification de la localisation des protéines FBP et MRP1 
mais également qu’une diminution de l’expression de transporteurs associés aux résistances tels 
que MRP1, MRP2, AQP2 et AQP9 pouvaient être associées à une résistance au cisplatine 
(Shen, Pastan et al. 1998, Liang, Shen et al. 2003, Hall, Okabe et al. 2008). Ces résultats laissent 
penser qu’il pourrait exister des voies spécifiques à la prise en charge du cisplatine au niveau 
de la membrane plasmique pour son import ou son export et qu’une altération de ces voies 
conduirait à une chimiorésistance.  
Comme présenté dans la revue du chapitre 3, l’augmentation de l’abondance de la protéine 
TMEM205 a été associée à la résistance au cisplatine de cellules issues de carcinomes 
épidermoïdes du col de l’utérus sélectionnées suite à une exposition à faible dose de cisplatine. 
Cette résistance est médiée par la protéine Rab8, une GTPase impliquée dans le recyclage des 
endosomes et une translocation de la protéine TMEM205 de la membrane plasmique vers la 
région périnucléaire. Dans ce modèle de chimiorésistance, TMEM205 et Rab8 interviendraient 
à une étape précoce dans la voie d’action du cisplatine via une séquestration dans de petites 
vésicules menant à une sécrétion de la drogue à l’extérieur de la cellule (Shen, Ma et al. 2010, 
Shen and Gottesman 2012). Une autre conséquence de la résistance induite par le cisplatine 
dans des cellules issues de carcinomes épidermoïdes est la diminution du niveau d’expression 
et de l’internalisation de la protéine Glut1 (glucose transporter 1), normalement localisée à la 
surface cellulaire. Liang et al ont montré en 2008 que la diminution de l’entrée du glucose dans 
la cellule conduirait à une induction de la protéine Sirt1, entrainant alors une résistance au 
cisplatine. L’altération du métabolisme mitochondrial associée à l’augmentation de 
l’abondance de Sirt1 accroit la résistance au cisplatine observée dans ces cellules (Liang, Finkel 
et al. 2008).   
Les protéines RhoA, RhoB, RhoC et Rac font partie de la famille des petites protéines Ras. Une 






détectée dans des cellules résistantes au cisplatine, KB-CP20 et 7404-CP20 en comparaison 
aux lignées parentales non résistantes KB-3-1 et BEL-7404. Cette résistance a été associée à 
une diminution de l’accumulation de la drogue au sein des cellules (Shen, Liang et al. 2004).  
La diminution de l’accumulation intracellulaire du cisplatine a également été associée à une 
réduction de l’expression de GTPases et l’hyperméthylation du gène FBP (Folate Binding 
Protein), tous impliqués dans l’endocytose (Shen, Su et al. 2004). Les protéines de la famille 
Rho sont, elles aussi, impliquées dans la formation du cytosquelette et dans le trafic des 
protéines et l’endocytose, suggérant que ces mécanismes peuvent être utilisés comme 
mécanismes de défense via une modulation de l’accumulation du cisplatine dans la cellule 
(Shen, Pouliot et al. 2012).  
 
2. Inactivation du cisplatine 
Une fois le cisplatine entré dans le cytoplasme, il doit être activé par hydroxylation avant 
d’exercer sa fonction mutagène. Lors de cette étape, un système de détoxification peut inactiver 
la molécule.   
Le glutathion (GSH) est un pseudo tripeptide formé d’acide glutamique, de cystéine et de 
glycine. Le glutathion existe sous deux formes, oxydée et réduite. Cette protéine intervient dans 
le maintien du potentiel redox du cytoplasme, mais également dans la détoxification et 
l’élimination d’espèces réactives de l’oxygène.  
Le rôle du glutathion dans la résistance au cisplatine a été investigué dès les années 1990 dans 
des cellules de carcinome de poumon, GLC4 et une sous-lignée résistante au cisplatine, GLC4-
CDDP. Lors de cette étude, le niveau de GSH a été analysé via un monitoring des lignées 
exposées au cisplatine. Suite à l’exposition au cisplatine, l’abondance de GSH était augmentée 
dans les cellules GLC4 mais restée inchangée dans les cellules résistantes. Cependant le niveau 
basal de GSH dans la lignée résistante était augmenté par rapport à la lignée parentale.  De plus, 
une déplétion du peptide GSH dans les cellules résistantes menait à une augmentation du 
nombre d’adduits à l’ADN formés. Ces résultats mettent en évidence le rôle de détoxification 
du GSH via une élimination cytosolique du cisplatine menant à une diminution des dommages 
à l’ADN formés par le cisplatine (Meijer, Mulder et al. 1990). Une autre étude réalisée sur des 
cellules d’ostéosarcome a révélé qu’une déplétion du glutathion au sein de ces cellules menait 
à une augmentation de la sensibilité au cisplatine indiquant que la formation d’un complexe 
entre le glutathion et le cisplatine est un mécanisme de résistance très important (Komiya, 
Gebhardt et al. 1998). De plus, en 2014, Rocha et al ont montré qu’une déplétion du glutathion 
dans des cellules de gliome résistantes restaurait la sensibilité au cisplatine (Rocha, Garcia et 






Figure I46 : Acteurs impliqués dans la résistance face aux dommages à l’ADN induits par le 
cisplatine. Les cellules cancéreuses sont capables de développer des résistances à la mort induite par le 
cisplatine. Ces mécanismes de résistance font intervenir les voies de réparation des dommages à l’ADN 
soit une surexpression des protéines impliquées dans les réparations de ces dommages telles que BRAC1 
ou ERCC1, soit par une inhibition des protéines MMR ou p53 permettant ainsi de contourner les 




Le glutathion peut également intervenir dans la résistance au cisplatine par un deuxième 
mécanisme. En effet, MRP2, comme MRP1, peut transporter le glutathion sous forme oxydée, 
forme dont l’affinité pour le cisplatine est plus importante (Zaman, Lankelma et al. 1995). 
Plusieurs études ont démontré une interaction directe entre le glutathion et les transporteurs 
ABC suggérant que le glutathion peut induire un changement conformationnel qui faciliterait 
le transport de substrat médié par les protéines MRP (Leslie, Ito et al. 2001). Le glutathion peut 
donc servir de cofacteur facilitant l’interaction entre le cisplatine et la protéine MRP2 et ainsi 
son transport en dehors de la cellule (Kuo 2009).   
 
3. Les voies de réparation des dommages à l’ADN 
Le cisplatine est un agent alkylant induisant la mort des cellules cancéreuses principalement 
suite à la génération de dommages à l’ADN. Les réponses cellulaires initiées en réponse à ces 
dommages sont complexes et impliquent la détection de ces lésions. Suivant la nature du 
dommage engendré par le cisplatine, deux mécanismes de réparation principaux présentés dans 
le chapitre 6 de cette introduction sont sollicités : la réparation par excision de bases (NER) et 
la recombinaison homologue (RH). De nombreux facteurs contribuent à la résistance au 
cisplatine mais l’altération des mécanismes de réparation des dommages à l’ADN est une 
caractéristique importante dans le développement des chimiorésistances (figure I46) (Martin, 
Hamilton et al. 2008).  
Dans le cas de la voie NER, une augmentation de l’abondance de la protéine ERCC1 (excision 
repair cross-complementation group 1) a été corrélée à la résistance au cisplatine dans des 
cellules issues du cancer des ovaires. En effet, une inhibition de ERCC1 dans des cellules 
intrinsèquement résistantes au cisplatine entraine une augmentation de leur sensibilité face à 
l’agent anti-cancéreux (Selvakumaran, Pisarcik et al. 2003). De plus, le niveau d’expression de 
cette protéine augmente dans des cellules rendues résistantes suite à une exposition au cisplatine 
(Ferry, Hamilton et al. 2000). Une autre étude a également montré qu’une induction du gène 
ERCC1 par l’oncogène H-Ras conduirait à une résistance au cisplatine dans le cas du cancer 
du sein (Youn, Kim et al. 2004).  
La seconde voie de réparation des dommages à l’ADN générés par le cisplatine connue pour 
jouer un rôle dans le développement de résistance est la recombinaison homologue. Cette voie 
de réparation des dommages double brin fait intervenir deux protéines importantes, BRCA1 et 
BRCA2. Comme présenté dans le premier chapitre, BRCA1/2 sont des suppresseurs de tumeur 
retrouvés mutés dans de nombreuses tumeurs. Ainsi, les cancers déficients pour ces protéines 
ont une meilleure réponse aux agents anti-cancéreux provoquant des dommages à l’ADN tels 





Figure I47 : Inhibiteurs ciblant les protéines intervenant dans la réparation des dommages à 




platine au sein de tumeurs mutées pour BRCA1/2 passerait par une seconde mutation de ces 
gènes restaurant l’expression de BRCA1 ou de BRCA2 ainsi que le mécanisme de 
recombinaison homologue (Sakai, Swisher et al. 2008, Swisher, Sakai et al. 2008, Sakai, 
Swisher et al. 2009).  
Chaque étape des mécanismes de réparation peut jouer un rôle dans le développement d’une 
tolérance des dommages à l’ADN induits par le cisplatine des cellules cancéreuses. Dès lors le 
ciblage des différents acteurs pourrait permettre de sensibiliser les cellules résistantes aux 
différents traitements. Par exemple, une déplétion de MCM8 ou MCM9, protéines clés de la 
recombinaison homologue permettant le recrutement de RAD51, augmente la sensibilité de 
fibroblastes de souris au cisplatine (Park, Long et al. 2013). A cette fin, ces dernières années, 
de nombreux inhibiteurs ont été développés ciblant différentes protéines impliquées dans les 
voies de réparation des dommages à l’ADN (figure I47) (Rocha, Silva et al. 2018). 
 
4. La survie cellulaire et l’inhibition de l’apoptose 
Le cisplatine peut induire la mort cellulaire par apoptose soit par la voie extrinsèque des 
récepteurs de mort, soit par la voie intrinsèque. Une altération d’un des facteurs qui régule ou 
exécute l’apoptose peut potentiellement influencer la sensibilité des cellules cancéreuses aux 
agents chimiothérapeutiques. Un grand nombre de protéines dont les récepteurs de mort, les 
membres pro et anti-apoptotiques de la famille Bcl-2, les caspases initiatrices et effectrices… 
participent à ce processus et la plupart sont capables de moduler la réponse au cisplatine. Par 
exemple, une augmentation du niveau d’expression des protéines anti-apoptotiques Bcl-2, Bcl-
XL et MCL1 a été corrélée à une résistance au cisplatine dans le cancer tête et cou, le cancer 
ovarien et le cancer des poumons (Han, Hong et al. 2003, Erovic, Pelzmann et al. 2005, 
Williams, Lucas et al. 2005, Michaud, Nichols et al. 2009). Il a également été montré qu’une 
augmentation de l’abondance de la protéine Bcl-XL induisait une réduction de l’activation de 
la caspase effectrice 3 menant à une résistance au cisplatine des cellules HEN-16-2 issues d’un 
cancer du col de l’utérus (Ding, Yang et al. 2000). Outre ces différents acteurs de l’apoptose, 
de nombreuses voies de signalisation comprenant la voie p53, la voie des MAPKs, la voie PI3K 
et la voie NF-B sont impliquées dans la voie intrinsèque ou extrinsèque de l’apoptose. Une 
altération de ces voies de signalisation peut mener à une augmentation de la survie cellulaire 
ou à une inhibition de l’apoptose et in fine au développement de résistance au traitement.  
 
4.1 p53 
La stabilisation et l’activation de la protéine p53 sont des voies essentielles à la mort 






une caractéristique commune d’une majorité de tumeurs. Dans le cas du cancer des ovaires, 
les patients présentant une protéine p53 sauvage répondent mieux au traitement que les 
patients exprimant une protéine p53 mutée (Gadducci, Cosio et al. 2002). De façon 
surprenante, Fan et al et Hawkins et al ont démontré qu’in vitro, une altération de p53 
sensibilisait les cellules cancéreuses aux drogues à base de platine plutôt que de les rendre 
résistantes comme attendu (Fan, Smith et al. 1995, Hawkins, Demers et al. 1996). Un autre 
membre de la famille de protéine TP53, p63 et plus particulièrement l’isoforme ΔNp63α, a 
été impliquée dans la survie des cellules exposées au cisplatine (Yuan, Luong et al. 2010).  
 
4.2 La voie des MAPKs 
Les MAPKs sont impliquées dans un certain nombre d'évènements de la vie de la cellule, 
comme la mitose, la différenciation, l’apoptose ou encore la survie cellulaire. Chez les 
mammifères, il existe trois types de MAPKs : JNK, p38 et ERK. L’activation de ces MAPKs a 
été associée à la résistance au cisplatine. En effet, une exposition au cisplatine entraine une 
activation des kinases JNK, p38 ou ERK dans les cellules sensibles au cisplatine alors que cette 
activation est atténuée dans les lignées résistantes à l’agent chimiothérapeutique. Il a 
notamment été proposé qu’un échec d’activation de MAPK1 (aussi connue sous le nom de 
p38MAPK) et de JNK en présence de cisplatine entrainerait une résistance au traitement 
(Mansouri, Ridgway et al. 2003). De plus, une inhibition de ces voies de signalisation diminue 
la mort cellulaire induite par le cisplatine (Wang, Martindale et al. 2000, Yeh, Chuang et al. 
2002, Brozovic, Fritz et al. 2004). Ces résultats suggèrent que l’activation des MAPKs est 
nécessaire à l’induction de la mort cellulaire en présence de cisplatine et qu’une inhibition de 
ces protéines peut mener à une résistance. Cependant, contrairement à la voie de signalisation 
p53, aucune corrélation n’a pu être mise en évidence chez les patients.  
 
4.3 La voie PI3K/Akt 
La voie PI3K/AKT est une voie de signalisation intracellulaire impliquée dans la régulation de 
la croissance cellulaire, la prolifération, l’apoptose et l’angiogenèse. Cette voie de signalisation 
est le plus souvent activée par le biais d’un récepteur membranaire à tyrosine kinase lui-même 
stimulé par un facteur de croissance membranaire ou par une cytokine. La fixation d’un ligand 
à son récepteur entraine le rapprochement de deux récepteurs, leur dimérisation et leur 
activation par transphosphorylation. La partie intracellulaire des récepteurs sert alors de station 
d’amarrage à certaines protéines intracellulaires, comme PI3K (phosphatidyl inositol 3-kinase), 
qui est à son tour activée. PI3K peut également être activée par l’intermédiaire de la protéine 






Figure I48 : Représentation de la voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR. Cette voie de 
signalisation est activée soit par le biais d’un récepteur membranaire à tyrosine kinase lui-même stimulé 
par un facteur de croissance membranaire ou par une cytokine, soit par la protéine Ras. Après activation 
par transphosphorylation, la partie intracellulaire des récepteurs sert alors de station d’amarrage pour 
différentes protéines intracellulaires, comme PI3K (phosphatidyl inositol 3-kinase). PI3K participe à la 
formation d’un composé lipidique membranaire, le PIP3 (phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate). Ce 
composé recrute alors la sérine/thréonine kinase Akt à proximité de la membrane plasmique, où elle est 
phosphorylée. Akt est un proto-oncogène, qui une fois activé, agit sur de nombreuses cibles dont Bax et 




d’un composé lipidique membranaire, le PIP3 (phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate). Ce 
composé recrute alors la sérine/thréonine kinase Akt à proximité de la membrane plasmique, 
où elle est phosphorylée et activée. Akt est un proto-oncogène qui a de nombreuses cibles dont 
Bax (figure I48) (Zhang, Yu et al. 2015). L’interaction entre Akt et Bax empêche ce dernier 
d’induire la perméabilisation de la membrane mitochondriale, le relargage du cytochrome c et 
donc l’activation de la caspase 9 durant l’apoptose (Simonyan, Renault et al. 2016).  
Messina et al ont mis en évidence, en 2004, qu’une inhibition de la protéine Ras affectait la 
réponse au cisplatine dans un modèle de xénogreffe de gliome chez la souris. Le signal pro-
survie produit par la protéine Ras était essentiellement médié par une inhibition du clivage de 
la caspase 9 par la voie PI3K/Akt (Messina, Leonetti et al. 2004). De plus, une augmentation 
de l’abondance de la survivine, protéine inhibitrice des caspases fréquemment surexprimée 
suite à une exposition au cisplatine via la voie PI3K/Akt, a été inversement corrélée à la réponse 
au cisplatine et à la survie des patients atteints de cancer gastrique, de cancer de l’œsophage et 
de cancer du poumon (Ikeguchi and Kaibara 2001, Kato, Kuwabara et al. 2001, Karczmarek-
Borowska, Filip et al. 2005, Tang, Luo et al. 2018).  
 
5. La voie UPR 
Comme décrit précédemment, le cisplatine induit également l’apoptose via un stress du 
réticulum endoplasmique (Mandic, Hansson et al. 2003, Shi, Tan et al. 2016). Ainsi une 
dérégulation de la voie de signalisation induite en réponse à ce stress peut moduler la sensibilité 
des cellules cancéreuses face au cisplatine. Récemment, l’activation de l’UPR a été proposée 
comme acteur de la protection contre la mort cellulaire induite par les agents 
chimiothérapeutiques dans plusieurs types de cancer dont le cancer du foie pour lequel une 
activation de l’UPR est accompagnée d’une résistance à la doxorubicine (Al-Rawashdeh, 
Scriven et al. 2010) et le cancer du sein pour lequel une activation de l’UPR induit une 
résistance à la doxorubicine et au 5-flurouracil (Scriven, Coulson et al. 2009). Une étude 
réalisée par Yan et al en 2015 a montré qu’une diminution de l’activation de la voie UPR dans 
un modèle d’ostéosarcomes sensibilisait les cellules cancéreuses au cisplatine. De plus, dans ce 
modèle, un blocage de la voie NF-B augmente significativement l’apoptose induite par le 
cisplatine. Ces résultats suggèrent que la voie UPR protège les cellules d’ostéosarcome de la 
mort cellulaire induite par le cisplatine via une activation de la voie NF-B (Yan, Ni et al. 
2015). Le rôle protecteur de l’UPR face au cisplatine a également été mis en évidence dans un 
modèle de cancer du foie, via la régulation de l’autophagie. Cet effet cytoprotecteur est 
notamment médié par la protéine HSP27 impliquée dans la régulation de l’autophagie (Chen, 








L’UPR est un acteur majeur du maintien de l’homéostasie du RE et intervient donc dans la 
survie cellulaire, la croissance tumorale, mais également la chimiorésistance. Dans le contexte 
du cisplatine, l’activation de l’UPR peut mener à la mort cellulaire, mais également intervenir 
dans le développement de résistance au traitement. La balance pro-survie/pro-mort de la voie 
UPR dans le cancer va dépendre de la nature du stress, de son intensité et du type de cancer.  
 
6. Autres voies de résistance 
6.1 Les facteurs de transcription 
Depuis peu, l’importance des facteurs de transcription dans la résistance au cisplatine a été mise 
en avant. Parmi ces facteurs, nous retrouvons par exemple NF-B, Ets-1, HOXD8 ou STAT3 
qui régulent des voies de signalisation cruciales dont la dérégulation peut conduire à la 
formation de tumeur (angiogenèse, réparation des dommages à l’ADN, prolifération, système 
immunitaire…)  
NF-B est un facteur de transcription impliqué dans la réponse immunitaire et la réponse au 
stress cellulaire.  Son activation, par la libération de sa protéine inhibitrice (IB), déclenche la 
transcription de gènes anti-apoptotiques dans le noyau. Ainsi son activation est généralement 
associée à la résistance des cellules cancéreuses face aux agents chimiothérapeutiques y 
compris le cisplatine. C’est le cas pour le cancer du côlon et de la prostate pour lesquels une 
inhibition de NF-B par l’Obovatol accentue les effets du traitement au cisplatine (Lee, Cho et 
al. 2009). Plus récemment, des résultats similaires ont été obtenus dans le cas du cancer de la 
vessie où la combinaison du cisplatine avec le Zyflamend, préparation à base de plante 
inhibitrice de NF-B, restaure la sensibilité au cisplatine des cellules résistantes (Xue, Yang et 
al. 2018).  
Un autre facteur de transcription important dans la résistance des cellules cancéreuses au 
cisplatine est Ets-1. Ce facteur de transcription régule notamment l’expression de la protéine 
PARP-1 impliquée dans la réparation des dommages à l’ADN (Soldatenkov, Albor et al. 1999). 
De plus, la fonction de Ets-1 est-elle même régulée par des interactions protéine-protéine en 
particulier DNA-PK et PARP-1, deux protéines impliquées dans les voies de réparation des 
dommages à l’ADN (Legrand, Choul-Li et al. 2013). La surexpression de Ets-1 a été corrélée 
à une résistance au cisplatine dans deux types de cancer, le cancer des ovaires et le cancer 
colorectal. A la vue de son rôle dans l’activation de la transcription de gène codant pour des 
protéines impliquées dans la réparation des dommages à l’ADN, Ets-1 peut être associé à une 
résistance au cisplatine via l’activation de transcription de gènes réduisant l’effet cytotoxique 






Deux autres facteurs de transcription ont été associés très récemment à une résistance au 
cisplatine. Le premier, HOXD8, fait partie de la famille de gènes Homeobox dont le rôle 
dans le développement, la division cellulaire, l’adhérence, la prolifération et l’apoptose est 
très important. Une étude réalisée par Sun et al en 2018 a révélé que HOXD8 serait 
potentiellement associé à une résistance au cisplatine dans le cancer des ovaires (Sun, Song 
et al. 2018). Le second, STAT3, a également était impliqué dans la résistance des cellules du 
cancer des ovaires au cisplatine. En effet, l’inhibition de la fixation de STAT3 à la molécule 
d’ADN restaure la mort cellulaire induite par le cisplatine dans des cellules résistantes 
(Huang, Liu et al. 2018).  
Viennent s’ajouter aux facteurs de transcription, des cofacteurs de transcription dont les 
protéines HAT (Histone Acetyltransferase), régulateurs de la transcription. En effet, ces 
enzymes sont associées à l’activation de la transcription de par leur action sur le remodelage et 
la décondensation de la chromatine. Parmi ces protéines, PCAF (p300/CBP-Associated Factor), 
a été associée à la résistance au cisplatine dans des cellules de cancer de la prostate (PC3) et de 
cancer épidermoïde du col de l’utérus (HeLa). La surexpression de cette protéine entrainerait 
l’expression et la stabilisation de E2F1, qui à son tour, activerait l’expression du gène codant 
pour la survivine et conférerait ainsi une résistance aux agents chimiothérapeutiques. De plus, 
la diminution du niveau d’expression de PCAF1 conduirait à la diminution d’abondance de 
E2F1, à un arrêt du cycle cellulaire et à une augmentation de la sensibilité des cellules aux 
agents anti-cancéreux (Hirano, Izumi et al. 2010).  
 
6.2 Heat shock proteins 
Les “Heat shock proteins” sont des chaperonnes moléculaires abondamment exprimées dans de 
multiples compartiments cellulaires notamment en condition de stress. Ces protéines régulent 
l’homéostasie cellulaire de façon à protéger les cellules contre l’apoptose. Les HSP10, HSP60, 
HSP90 et bien d’autres, exprimées en réponse à un stress, ont été associées à des résistances 
aux traitements (Mandic, Hansson et al. 2003, Shan, Liu et al. 2003, Zhao and Houry 2005). 
De plus, une augmentation de l’abondance de HSP27, HSP70, HSP72, GRP78, et HSP90 a été 
corrélée à la résistance au cisplatine dans les modèles de cancer ovarien (Arts, Hollema et al. 
1999), de cancer du sein (Vargas-Roig, Gago et al. 1998), de cancer du côlon (Belfi, Chatterjee 
et al. 1999) et dans des cellules de carcinome laryngé (Brozovic, Simaga et al. 2001). 
Cependant, une augmentation de l’abondance de HSP27 dans des cellules de cancer du sein 
augmente la résistance à la doxorubicine mais pas au cisplatine (Zhang and Putti 2010). Dans 
le cas de la protéine HSP10, il a également été décrit qu’une surexpression de cette protéine 
était liée à la résistance au cisplatine de la lignée KB-3-1. Seulement les mécanismes 






que les mécanismes de résistance mis en place en réponse au cisplatine sont très variés et 
différents en fonction du type de cancer.   
 
6.3 Protéines ribosomales 
Le ribosome joue un rôle essentiel dans l’assemblage structural des protéines. En condition de 
stress, les ribosomes aident la cellule à coordonner l’expression de gènes en réponse au stress. 
Le niveau d’expression de certaines protéines ribosomales est dérégulé dans le cancer. C’est le 
cas de la protéine ribosomale P0 dont l’abondance est diminuée dans les cellules de cancer du 
sein MCF-7 (Smith, Welham et al. 2007). La protéine ribosomale L36 a, quant à elle, été 
associée au développement de résistance au cisplatine dans des cellules de carcinome humain 
(Shen, Liang et al. 2006). En 2010, une autre protéine ribosomale, L37, a été corrélée à une 
résistance au cisplatine dans des cellules d’ostéosarcome, U2OS. En effet, une exposition au 
cisplatine conduit à une dégradation de la protéine L37 et à un arrêt du cycle cellulaire. De plus, 
une surexpression de L37 est capable d’atténuer les dommages l’ADN induit par le cisplatine 
(Llanos and Serrano 2010). Ces résultats suggèrent que les dommages à l’ADN générés par le 
cisplatine peuvent engendrer un stress ribosomal et que les mécanismes mis en place pour lutter 
contre ce stress peuvent mener à une résistance au cisplatine. 
 
6.4 Les microARNs 
Les microARNs, régulateurs traductionnels, régulent de nombreux processus en réponse au 
cisplatine (Drayton 2012). Par exemple, la surexpression du miR-181 a été corrélée à la 
résistance au cisplatine de cellules de cancer du col de l’utérus (Pouliot, Shen et al. 2013). 
D’autres microARN peuvent quant à eux augmenter la sensibilité aux agents 
chimiothérapeutiques. C’est le cas du miR-155 qui supprime l’EMT, diminue la migration, 
inhibe la prolifération cellulaire et augmente la sensibilité au cisplatine des cellules CaSki issues 
d’un cancer du col de l’utérus (Lei, Wang et al. 2012). Il en est de même pour le miR-214 qui 
augmente la sensibilité des cellules HeLa au cisplatine en inhibant directement l’expression de 
la protéine Bcl2l2 et en augmentant l’expression de Bax et des caspases 9, 8 et 3 (Wang, Liu et 
al. 2013). L’ensemble de ces études met en évidence que les microARN jouent un rôle dans la 
résistance au cisplatine via une régulation de gènes cibles impliqués dans la prolifération, 
l’invasion ou la mort cellulaire. Dès lors, ces microARN peuvent être utiles dans le 









L’ensemble de ce chapitre décrit les principaux mécanismes de résistance au cisplatine mis en 
place au sein des cellules cancéreuses. Il faut cependant ajouter à ces voies de signalisation 
l’impact du microenvironnement tumoral sur la sensibilité des cellules cancéreuses aux agents 
chimiothérapeutiques et en particulier l’hypoxie. En effet, la néovascularisation anarchique des 
tumeurs entraine une distribution hétérogène des agents anti-cancéreux au sein de la tumeur. 
De plus, en condition d’hypoxie, la cellule active la transcription de divers gènes impliqués 
dans des voies de signalisation en réponse au stress que représente l’hypoxie. Parmi ces gènes, 
certains entrainent une chimiorésistance, c’est le cas de TMEM45A. Dès lors, l’identification 
et la compréhension de ces mécanismes de résistance peuvent permettre le développement de 








Malgré le développement de nouveaux traitements anti-cancéreux depuis la fin des années 
1970, le cancer reste un problème majeur de santé publique. En effet, même si les traitements 
par chimiothérapie ont fait leurs preuves, des résistances aux traitements sont parfois présentes 
dès le début du traitement ou se manifestent au cours du traitement. Les résistances des cellules 
cancéreuses aux chimiothérapies peuvent être soit intrinsèques aux cellules cancéreuses, soit 
acquises par mutation suite à des expositions à ces agents anti-cancéreux, soit provenir du 
microenvironnement tumoral. De nombreux processus ont été associés au développement de 
résistance aux traitements. Cependant, tous les mécanismes par lesquels les cellules cancéreuses 
échappent à la mort cellulaire induite par les agents chimiothérapeutiques ne sont pas connus 
(Rebucci and Michiels 2013).  
Parmi ces mécanismes, le microenvironnement est un acteur majeur du développement de 
résistance aux traitements et en particulier l’hypoxie. En effet, lorsque les cellules cancéreuses 
sont privées d’un apport en oxygène adapté, elles activent des voies de signalisation en réponse 
au stress que représente l’hypoxie. En condition d’hypoxie, le facteur de transcription HIF-1 
est stabilisé et induit l’expression d’un large panel de gènes cibles favorisant la croissance 
tumorale, mais également la résistance aux traitements. Dans ces conditions, TMEM45A a été 
identifiée comme une protéine induite par l’hypoxie, localisée au niveau du réseau trans-
Golgien et impliquée dans la résistance des cellules de carcinome hépatique à la mort cellulaire 
induite par l’étoposide (Flamant, Roegiers et al. 2012). Dès lors, TMEM45A est une cible 
potentielle pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. Cette protéine, dont 
la fonction est encore inconnue, a été également associée à la différenciation des kératinocytes 
(Hayez, Malaisse et al. 2014, Hayez, Roegiers et al. 2016).  
Le but de cette thèse est d’étudier le rôle de la protéine TMEM45A dans la résistance des cellules 
cancéreuses à la mort induite par les agents chimiothérapeutiques et d’identifier les mécanismes 
impliqués dans cette résistance. Afin de choisir un modèle d’étude pertinent, nous avons réalisé un 
screen du niveau d’expression de TMEM45A dans les tissus tumoraux en comparaison aux tissus 
sains dans différents types de cancer humains. TMEM45A est surexprimé dans les tissus tumoraux 
en comparaison aux tissus sains dans le cas du cancer du rein et du cancer de la tête et du cou. Ainsi 
nous avons étudié l’implication de TMEM45A dans la chimiosensibilité des cellules RCC4 mutées 
ou non pour pVHL dans le cas du cancer du rein et des cellules SQD9 dans le cas du cancer de la 
tête et du cou. Pour cela, l’expression de TMEM45A a été invalidée dans ces différentes lignées 
cellulaires, puis la sensibilité des cellules aux agents chimiothérapeutiques a été étudiée. Dans un 
second temps, nous avons tenté d’identifier, par des expériences réalisées in vitro, par quel 
mécanisme TMEM45A pouvait être impliquée dans la résistance des cellules cancéreuses au 
traitement. L’étude de la protéine TMEM45A a ensuite été prolongée par des expériences in vivo 







Chapitre 1 : Mise au point des modèles cellulaires 
Afin d’étudier le rôle de TMEM45A, gène dont l’expression est induite par l’hypoxie, dans la 
sensibilité aux agents chimiothérapeutiques, nous avons déterminé les conditions 
expérimentales optimales à cette étude.  Les paramètres à évaluer sont le temps d’incubation 
des cellules en condition d’hypoxie nécessaire à l’induction de l’expression des gènes cibles de 
HIF, le temps d’incubation des cellules en présence de l’agent chimiothérapeutique, mais 
également la concentration de cet agent à laquelle les cellules doivent être exposées pour obtenir 
50% de mortalité.  
 
1. Lignée cellulaire CAL27 
1.1 Expression des gènes cibles de HIF en condition d’hypoxie 
Afin d’analyser le niveau d’expression des gènes cibles de HIF dont TMEM45A, les cellules 
CAL27 ont été incubées en condition de normoxie et d’hypoxie pendant 16h. Après incubation, 
les ARNm ont été extraits et le niveau d’expression des gènes TMEM45A, CAIX et BNIP3 a été 
étudié par RT-qPCR en utilisant 23 kDa comme gène de référence (figure R1).  
Pour l’ensemble des gènes, l’hypoxie induit une augmentation du niveau d’expression. En effet, 
les gènes TMEM45A, BNIP3 et CAIX sont respectivement 3, 12 et 50 fois plus exprimés en 
condition d’hypoxie par rapport à la normoxie. Ces résultats permettent de conclure que les 
conditions d’hypoxie utilisées dans ce travail entrainent bien une expression des gènes cibles 
de HIF.  
 
1.2 Sensibilité au cisplatine 
Nous avons par la suite étudié la sensibilité des cellules CAL27 au cisplatine, agent 
chimiothérapeutique couramment utilisé pour traiter les patients atteints de cancer ORL. Ceci 
a été réalisé afin de déterminer l’IC50 de ce composé c'est-à-dire la concentration inhibitrice 
médiane (figure R2).  
La sensibilité au cisplatine a été analysée par différents tests, un test de viabilité et un test de 




Figure R1 : Expression des gènes cibles de HIF en hypoxie dans les cellules CAL27 
Les cellules CAL27 ont été incubées 16h en condition de normoxie et d’hypoxie. Après incubation, les ARN 
totaux ont été extraits et le niveau d’expression des ARNm des gènes TMEM45A, BNIP3 et CAIX a été 
quantifié par RT-qPCR en utilisant 23 kDa comme gène de référence. Les résultats représentent la moyenne 
± SD (n=3). Nor : normoxie ; Hyp : hypoxie. L’analyse statistique a été réalisée à l’aide d’un t test non pairé 
(* p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001).  
 
Figure R2 : Sensibilité des cellules CAL27 au cisplatine 
(A) Les cellules CAL27 ont été incubées en absence ou en présence de différentes concentrations de 
cisplatine durant 16h en condition de normoxie puis la viabilité cellulaire a été analysée par test MTT. Le 
pourcentage de viabilité a été calculé en normalisant par le signal obtenu pour les cellules incubées sans 
cisplatine. Les résultats représentent la moyenne ± SD (n=3). (B) Les cellules CAL27 ont été incubées en 
absence ou en présence de 20, 30 et 35 M de cisplatine durant 40h en condition de normoxie et d’hypoxie 
puis la cytotoxicité du cisplatine a été mesurée par test LDH. Les résultats représentent la moyenne ± SD 
(n=3). (C) Les cellules CAL27 ont été incubées en présence ou en absence de 20, 30 et 35 M de cisplatine 
durant 16h en condition de normoxie et d’hypoxie puis le clivage de PARP et caspase 3 a été étudié par 
western blot (n=1). (D) Les cellules CAL27 ont été incubées en absence ou en présence de 30 M de 
cisplatine durant 16h en condition de normoxie et d’hypoxie. Après lyse des cellules, l’activité des caspases 
a été quantifiée par la détection de la fluorescence émise par le clivage d’un substrat, le DEVD-AFC. Les 
résultats représentent la moyenne ± SD (n=3). Nor ou N : normoxie ; Nor+Cis ou NC : normoxie plus 
cisplatine ; Hyp ou H : hypoxie ; Hyp+Cis ou HC : hypoxie plus cisplatine. L’analyse statistique a été réalisée 
à l’aide d’un test anova type 1 suivi d’un test de comparaison multiple de Turkey (* p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** 
p<0,001 ; ****p<0,0001). 
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d’évaluer l’activité mitochondriale des cellules vivantes et donc par extension la mortalité 
induite par un composé. En effet, certaines enzymes intracellulaires sont capables de réduire le 
sel de tétrazolium en formazan, composé insoluble de couleur violette. Ainsi après 
solubilisation, la quantité de formazan mesurée est proportionnelle à l’activité métabolique des 
cellules et donc à la quantité de cellules vivantes. Les cellules CAL27 ont été incubées en 
condition de normoxie durant 16h en présence de différentes concentrations en cisplatine. Des 
temps d’incubation supérieurs entrainaient une mortalité trop importante. Le cisplatine induit 
une diminution du nombre de cellules vivantes dès 25 M, cependant l’IC50 n’est atteint 
qu’entre 30 et 35 M de cisplatine (figure R2A). Nous avons donc sélectionné ces trois 
concentrations pour effectuer le second test, test de cytotoxicité. Le test MTT étant basé sur 
l’activité métabolique des cellules, il ne peut pas être effectué en condition d’hypoxie puisque 
l’hypoxie entraine un changement du métabolisme des cellules. Ce test ne permet donc pas 
d’étudier la résistance conférée par l’hypoxie face à la mort cellulaire induite par les agents 
chimiothérapeutiques. Contrairement au test MTT, le test de cytotoxicité, ou test LDH, peut 
être réalisé en condition d’hypoxie. Le test de cytotoxicité, est basé sur l’activité de la lactate 
déshydrogénase (LDH), enzyme intracellulaire ubiquitaire qui catalyse la transformation 
réversible du pyruvate en lactate en présence de NAD+/NADH. Lorsqu’une cellule est 
endommagée, cette enzyme est libérée dans le surnageant. L’activité de la LDH peut alors être 
déterminée par une réaction enzymatique avec le sel de tétrazolium INT pour former du 
formazan de couleur rouge. La quantité de formazan mesurée est directement liée à 
l’augmentation du nombre de cellules mortes. Un composé est dit cytotoxique s’il entraine au 
moins 20% de cytotoxicité. Des expériences réalisées au laboratoire ont mis en évidence que 
les cellules doivent être exposées au moins 40h à un agent chimiothérapeutique afin d’observer 
au moins 20% de cytotoxicité. Les cellules CAL27 ont donc été incubées en présence de 25, 30 
ou 35 M de cisplatine durant 40h en condition de normoxie ou d’hypoxie. Le cisplatine induit 
la mort cellulaire des cellules CAL27 proportionnellement à la concentration utilisée. En 
condition d’hypoxie, la cytotoxicité du cisplatine diminue de façon significative lorsque les 
cellules sont incubées en présence de 30 ou 35 M de cisplatine (figure R2B).  
Cet agent anti-cancéreux est connu pour induire la mort cellulaire par apoptose. Nous avons 
donc par la suite étudié par western blot le clivage de deux effecteurs de la mort cellulaire par 
apoptose, PARP et caspase 3. Les cellules CAL27 ont été incubées en présence de 25, 30 ou 35 
M de cisplatine durant 16h en condition de normoxie ou d’hypoxie. En condition de normoxie, 
lorsque les cellules sont incubées en présence de cisplatine, nous observons un clivage des deux 
effecteurs de la voie apoptotique. Ces résultats signifient que le cisplatine induit bien la mort 
cellulaire par apoptose. En condition d’hypoxie, le clivage de PARP et caspase 3 induit par le 
cisplatine diminue signifiant que les cellules CAL27 sont protégées par l’hypoxie face à la mort 
cellulaire induite par le cisplatine. Cette protection est plus importante lorsque les cellules sont 
incubées 16h en présence de 30 M de cisplatine (figure R2C). Nous avons donc sélectionné 




Figure R3 : Expression des gènes cibles de HIF en hypoxie dans les cellules SQD9 
Les cellules SQD9 ont été incubées 24h en condition de normoxie et d’hypoxie. Après incubation, les 
ARN totaux ont été extraits et le niveau d’expression des ARNm des gènes TMEM45A, BNIP3 et CAIX 
a été quantifié par RT-qPCR en utilisant 23 kDa comme gène de référence. Les résultats représentent la 
moyenne ± SD (n=3). Nor : normoxie ; Hyp : hypoxie. L’analyse statistique a été réalisée à l’aide d’un 




et 7. Ce test permet de doser l’activité des caspases ciblant la séquence DEVD. Cependant, il 
n’est pas possible dans ce test de distinguer l’activité des caspases 3 et 7 qui ciblent toutes deux 
cette séquence. Le test d’activité des caspases est un test fluorométrique basé sur le clivage d’un 
substrat par les caspases actives libérant un composé fluorescent. Les cellules CAL27 ont été 
incubées en présence de 30 M de cisplatine durant 16h en condition de normoxie ou d’hypoxie 
puis l’activité des caspases a été mesurée. Comme attendu, en présence de cisplatine, l’activité 
des caspases augmente, signe de mort cellulaire par apoptose. De plus, en condition d’hypoxie, 
cette activation des caspases diminue montrant bien une protection des cellules CAL27 face à 
la mort cellulaire induite par le cisplatine en condition d’hypoxie (figure R2D).  
En fonction de ces résultats, pour le reste de l’étude, nous avons choisi les conditions suivantes : 
les cellules CAL27 ont été incubées en présence de 30 M de cisplatine durant 16h en condition 
de normoxie et d’hypoxie.  
 
2. Lignée cellulaire SQD9 
2 .1 Expression des gènes cibles de HIF en condition d’hypoxie 
Les expériences réalisées sur les cellules CAL27 ont également été effectuées sur les cellules 
SQD9. Dans un premier temps, le niveau d’expression des gènes cibles de HIF : TMEM45A, 
BNIP3 et CAIX a été analysé. Pour cela, les cellules SQD9 ont été incubées en condition de 
normoxie et d’hypoxie durant 24h. Après extraction des ARNm, le niveau d’expression des 
trois gènes cibles a été déterminé par RT-qPCR en utilisant 23 kDa comme gène de référence 
(figure R3).  
L’hypoxie entraine une augmentation du niveau d’expression de TMEM45A, BNIP3 et CAIX 
avec une augmentation de 5, 11 et 18 fois respectivement en comparaison à la condition 
normoxie. L’induction de l’expression du gène TMEM45A semble être plus importante dans les 
cellules SQD9 que dans les cellules CAL27. Ces résultats renforcent les informations présentes 
dans les bases de données selon lesquelles le niveau d’expression de TMEM45A varierait en 
fonction du type de cancer ORL développé. Ainsi, nous pouvons émettre l’hypothèse que ces 
variations pourraient avoir un effet sur la sensibilité au cisplatine de ces cellules.  
 
2.2 Sensibilité au cisplatine 
Nous avons ensuite étudié la sensibilité des cellules SQD9 au cisplatine, afin de déterminer 






Figure R4 : Sensibilité des cellules SQD9 au cisplatine 
(A) Les cellules SQD9 ont été incubées en absence ou en présence de différentes concentrations de cisplatine 
durant 24h en condition de normoxie puis la viabilité cellulaire a été analysée par test MTT. Le pourcentage 
de viabilité a été calculé en normalisant par le signal obtenu pour les cellules incubées sans cisplatine. Les 
résultats représentent la moyenne ± SD (n=3). (B) Les cellules SQD9 ont été incubées en absence ou en 
présence de 50, 100 et 150 M de cisplatine durant 40h en condition de normoxie et d’hypoxie puis la 
cytotoxicité du cisplatine a été mesurée par test LDH. Les résultats représentent la moyenne ± SD (n=3). (C) 
Les cellules SQD9 ont été incubées en présence ou en absence de 150 M de cisplatine durant 24h en 
condition de normoxie et d’hypoxie puis le clivage de PARP et caspase 3 a été étudié par western blot (n=1). 
L’actine est utilisée comme contrôle de charge. (D) Les cellules SQD9 ont été incubées en absence ou en 
présence de 150 M de cisplatine durant 24h en condition de normoxie et d’hypoxie. Après lyse des cellules, 
l’activité des caspases a été quantifiée par la détection de la fluorescence émise par le clivage d’un substrat, 
le DEVD-AFC. Les résultats représentent la moyenne ± SD (n=3). (E) Les cellules SQD9 ont été incubées 
en absence ou en présence de 50 et 100 M de cisplatine en absence ou en présence de sérum durant 24h en 
condition de normoxie et la viabilité cellulaire a été analysée par test MTT. Le pourcentage de viabilité a été 
calculé en normalisant par le signal obtenu pour la condition 0. Les résultats représentent la moyenne ± SD 
(n=2). Nor ou N : normoxie ; Nor+Cis ou NC : normoxie plus cisplatine ; Hyp ou H : hypoxie ; Hyp+Cis ou 
HC : hypoxie plus cisplatine. L’analyse statistique a été réalisée à l’aide d’un test anova type 1 suivi d’un 
test de comparaison multiple de Turkey (* p<0,05 ; ** p<0,01). 
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Nous avons réalisé des mesures identiques à celles présentées pour la lignée CAL27. Les 
cellules SQD9 ont été incubées en présence de différentes concentrations en cisplatine durant 
24h et la viabilité des cellules a été analysée par test MTT. Le cisplatine induit une diminution 
significative de la viabilité cellulaire à partir de 50 M, cependant, l’IC50 est atteint seulement 
après une exposition à 150 M de cisplatine durant 24h (figure R4A). Les cellules SQD9 ont 
ensuite été incubées en présence de 50, 100 et 150 M de cisplatine durant 40h en conditions 
de normoxie ou d’hypoxie afin de déterminer la cytotoxicité du cisplatine par test LDH. 
Lorsque les cellules sont exposées au cisplatine, la cytotoxicité augmente avec une détection 
égale ou supérieure à 20% quand les cellules sont incubées en présence de 100 et 150 M de 
cisplatine. De plus, la cytotoxicité du cisplatine diminue en hypoxie en comparaison à la 
normoxie (figure R4B). Afin de confirmer ce résultat, le clivage des deux effecteurs de la voie 
apoptotique, PARP et caspase 3 a été étudié par western blot. Pour cela, les cellules SQD9 ont 
été incubées en présence de 150 M de cisplatine durant 24h en conditions de normoxie et 
d’hypoxie. En présence de cisplatine, le clivage de PARP est caspase 3 augmente, signe de mort 
cellulaire par apoptose. Cependant, l’hypoxie confère une protection face à la mort cellulaire 
induite par le cisplatine (figure 4C). L’activité des caspases a également été étudiée dans ces 
conditions. Le cisplatine induit bien une activation de la caspase 3, activation qui semble 
diminuer en hypoxie (figure R4D). L’ensemble de ces résultats nous indique que les cellules 
SQD9 sont moins sensibles que les cellules CAL27 au cisplatine mais qu’elles sont elles aussi 
protégées par l’hypoxie contre la mort cellulaire induite par le cisplatine.  
Dans une étude publiée en 2004, Cui et al met en évidence que la présence de sérum dans le 
milieu de culture peut influencer le niveau d’expression des protéines liées à l’apoptose et donc 
altérer l’induction de l’apoptose (Cui, Jeong et al. 2004). De plus, des expériences réalisées au 
sein du laboratoire ont mis en évidence que la présence de sérum dans le milieu de culture 
pouvait moduler la sensibilité des cellules aux agents chimiothérapeutiques. Nous avons donc 
testé dans le cas des cellules SQD9, l’effet du sérum sur la sensibilité au cisplatine par test 
MTT. La présence de sérum semble sensibiliser légèrement les cellules SQD9 au cisplatine.  
Même si aucune modification significative n’a été observée, nous avons décidé de réaliser 
l’entièreté de nos expériences sans sérum (figure R4E).  
 
3. Lignées cellulaires RCC4 plus vector alone et RCC4 plus pVHL 
Comme présenté dans le chapitre 4 de l’introduction, dans une majorité de cancer rénal à 
cellules claires, le gène suppresseur de tumeur pVHL est retrouvé muté. L’absence de la protéine 
pVHL fonctionnelle entraine une stabilisation de HIF-1 et une activation constitutive du 
facteur de transcription HIF1 menant à un état pseudo-hypoxique des cellules cancéreuses en 
normoxie. Nous avons donc choisi comme modèle la lignée cellulaire RCC4 mutée pour pVHL 




        
 
Figure R5 : Expression des gènes cibles de HIF en hypoxie dans les cellules RCC4 plus vector 
alone et RCC4 plus pVHL 
Les cellules RCC4 plus vector alone et RCC4 plus pVHL ont été incubées 24h en condition de normoxie 
et d’hypoxie. Après incubation, les ARN totaux et les protéines ont été extraits. (A) Le niveau 
d’expression des ARNm des gènes TMEM45A, BNIP3 et CAIX a été quantifié par RT-qPCR en utilisant 
23 kDa comme gène de référence. Les résultats représentent la moyenne ± SD (n=3). (B) L’abondance 
de la protéine BNIP3 a également été étudiée par western blot (n=1). L’actine est utilisée comme 
contrôle de charge. Nor ou N : normoxie ; Hyp ou H : hypoxie. L’analyse statistique a été réalisée à 





restaurée pour pVHL via une transfection stable d’un vecteur comprenant la séquence codante 
du gène pVHL (RCC4 plus pVHL).   
 
3.1 Expression des gènes cibles de HIF en condition d’hypoxie 
Afin d’analyser si la mutation du gène pVHL conférait un état pseudo-hypoxique dans les 
cellules RCC4, nous avons analysé le niveau d’expression de trois gènes cibles de HIF : 
TMEM45A, BNIP3 et CAIX dans les cellules RCC4 plus vector alone et RCC4 plus pVHL après 
une incubation de 24h en conditions de normoxie et d’hypoxie par RT-qPCR en utilisant 23 
kDa comme gène de référence (figure R5).  
Dans le cas des cellules RCC4 plus pVHL, le niveau d’expression de TMEM45A, BNIP3 et 
CAIX est respectivement 6, 5 et 225 fois plus élevé en hypoxie qu’en normoxie. En revanche, 
les cellules RCC4 plus vector alone surexpriment deux des trois gènes étudiés, CAIX et BNIP3, 
en normoxie en comparaison aux cellules RCC4 plus pVHL. En effet, en normoxie, le gène 
CAIX est 2000 fois plus exprimé dans les cellules mutées pour pVHL que dans les cellules 
restaurées pour pVHL (figure R5A). La surexpression de BNIP3 a également été validée au 
niveau protéique (figure R5B). Cependant, lorsque les cellules mutées pour pVHL sont 
incubées en hypoxie, aucune augmentation supplémentaire quant au niveau expression de ces 
gènes cibles n’est observée (figure R5A). De façon surprenante, la mutation du gène pVHL 
n’entraine pas une surexpression du gène TMEM45A en normoxie ni en hypoxie. Ainsi dans les 
cellules RCC4 plus vector alone, la mutation de pVHL ne permet pas de mimer l’augmentation 
du niveau d’expression de TMEM45A observée en hypoxie dans les cellules RCC4 plus pVHL 
(figure R5A). L’utilisation de cette lignée mutée pour pVHL perd alors son sens dans le cadre 
de notre étude sur l’implication de TMEM45A dans la chimiosensibilité.  
 
3.2 Sensibilité au sunitinib 
De manière similaire aux lignées CAL27 et SQD9, nous avons étudié la sensibilité des cellules 
RCC4 plus vector alone et RCC4 plus pVHL au sunitinib, agent chimiothérapeutique 
couramment utilisé dans le traitement du cancer du rein.  
Le sunitinib inhibe des récepteurs à tyrosine kinase impliqués notamment dans la croissance 
tumorale et la néo-vascularisation de la tumeur. Ainsi, cet agent anti-cancéreux a la propriété 
de bloquer la prolifération des cellules cancéreuses, on parle alors d’agent cytostatique. Les 
cellules RCC4 plus vector alone et RCC4 plus pVHL ont été incubées en présence de différentes 
concentrations de sunitinib durant 24h en condition de normoxie puis la viabilité cellulaire a 




Figure R6 : Sensibilité des cellules RCC4 plus vector alone et RCC4 plus pVHL au sunitinib 
(A) Les cellules RCC4 plus pVHL ont été incubées en absence ou en présence de différentes 
concentrations de sunitinib durant 24h en condition de normoxie puis la viabilité cellulaire a été analysée 
par test MTT. Le pourcentage de viabilité a été calculé en normalisant par le signal obtenu pour les 
cellules incubées sans sunitinib (n=1). (B) Les cellules RCC4 plus vector alone et RCC4 plus pVHL ont 
été incubées en absence ou en présence de différentes concentrations de sunitinib durant 24h en 
condition de normoxie puis la viabilité cellulaire a été analysée par test MTT. Le pourcentage de viabilité 
a été calculé en normalisant par le signal obtenu pour les cellules incubées sans sunitinib. Les résultats 







Figure R7 : Sensibilité des cellules RCC4 plus pVHL au cisplatine 
(A) Les cellules RCC4 plus pVHL ont été incubées en absence ou en présence de différentes 
concentrations de cisplatine durant 24h en condition de normoxie puis la viabilité cellulaire a été 
analysée par test MTT. Le pourcentage de viabilité a été calculé en normalisant par le signal obtenu pour 
les cellules incubées sans cisplatine. Les résultats représentent la moyenne ± SD (n=3). (B) Les cellules 
RCC4 plus pVHL ont été incubées en absence ou en présence de différentes concentrations de cisplatine 
durant 48h en condition de normoxie puis la viabilité cellulaire a été analysée par test MTT. Le 
pourcentage de viabilité a été calculé en normalisant par le signal obtenu pour la condition 0. Les 
résultats représentent la moyenne ± SD (n=3). (C) Les cellules RCC4 plus pVHL ont été incubées en 
présence ou en absence de 20 M de cisplatine durant 48h en condition de normoxie et d’hypoxie puis 
le clivage de PARP et caspase 3 a été étudié par western blot (n=1). L’actine est utilisée comme contrôle 
de charge. N : normoxie ; NC : normoxie plus cisplatine ; H : hypoxie ; HC : hypoxie plus cisplatine. 
L’analyse statistique a été réalisée à l’aide d’un test anova type 1 suivi d’un test de comparaison multiple 







(figure R6A). Cependant comme présenté pour les cellules RCC4 plus pVHL dans la figure 
R6A, à partir de 20 M, ce composé devient hautement cytotoxique. Nous avons donc réalisé 
une gamme plus restreinte de concentrations entre 10 et 20 M. Les cellules RCC4 plus vector 
alone semblent être plus sensibles que les cellules RCC4 plus pVHL. De plus, les résultats 
obtenus sont très variables et très peu reproductibles d’expérience à expérience du fait de la 
haute cytotoxicité de la molécule à ces concentrations (figure R6B). Ne pouvant pas obtenir 
l’IC50 de façon reproductible avec cet agent chimiothérapeutique, nous avons décidé de tester 
le cisplatine dans ce modèle. De plus, à la vue des résultats obtenus pour la lignée RCC4 plus 
vector alone, nous avons choisi de continuer exclusivement sur la lignée RCC4 plus pVHL.  
 
3.3 Sensibilité au cisplatine 
Afin de déterminer la sensibilité au cisplatine des cellules RCC4 plus pVHL, les cellules ont 
été incubées en présence de différentes concentrations de cisplatine durant 24h et la viabilité 
des cellules a été mesurée par un test MTT. Après une incubation de 24h, une diminution de la 
viabilité d’à peine 20% est observée lorsque les cellules sont exposées à 100 M de cisplatine 
(figure R7A). Les cellules RCC4 plus pVHL ont alors été exposées à la même gamme de 
concentrations en cisplatine durant 48h. Après 48h d’incubation, le cisplatine diminue la 
viabilité cellulaire de 40% dès 20 M. Nous avons donc choisi la plus petite concentration 
induisant la plus grande diminution de la viabilité cellulaire soit 20 M durant 48h (figure R7B). 
Afin de valider l’effet cytotoxique du cisplatine sur les cellules RCC4 plus pVHL, le clivage 
des deux effecteurs de la voie apoptotique PARP et caspase 3 a été étudié par Western blot. 
Pour cela, les cellules ont été incubées en présence de 20 M de cisplatine durant 48h en 
conditions de normoxie et d’hypoxie. En présence de cisplatine, le clivage de PARP et caspase 
3 augmente, et ce clivage est diminué lorsque les cellules sont exposées au cisplatine en hypoxie 
(figure R7C). Ces résultats signifient que le cisplatine induit l’apoptose des cellules RCC4 plus 
pVHL et que ces cellules sont protégées de la mort cellulaire induite par cet agent 
chimiothérapeutique en hypoxie. Pour la suite des expériences, les cellules RCC4 plus pVHL 
ont été exposées à 20 M de cisplatine durant 48h.  
 
Conclusion 
Nos résultats montrent que la sensibilité au cisplatine semble être très différente suivant le type 
cellulaire. En effet, l’IC50 des cellules CAL27, très sensibles au cisplatine, est atteint après une 
exposition de 30 M durant 16h alors que celui des cellules SQD9 est atteint après une 
exposition au cisplatine de 150 M durant 24h. Dans le cas des cellules RCC4, résistantes au 









Figure R8 : Système d’invalidation d’expression de gènes par siARN ou shARN 
(A) Représentation des mécanismes de maturation des ARN interférents. 
(B) Représentation du plasmide codant pour le shARN contrôle ou le shARN ciblant l’ARNm de 




ce modèle, seule l’augmentation du temps d’exposition influence la sensibilité des cellules au 
cisplatine et non l’augmentation de la concentration de la drogue. Cependant, étant dans un 
environnement sans sérum, les cellules ne peuvent pas être incubées plus longtemps avec 
l’agent chimiothérapeutique sous peine d’observer un effet de l’absence de sérum qui pourrait 
interférer avec celui de l’agent anti-cancéreux. Concernant le niveau d’expression de 
TMEM45A, les cellules SQD9 et RCC4 plus pVHL, qui ont un niveau d’expression de 
TMEM45A semblable, expriment plus TMEM45A que la lignée CAL27. A la vue des résultats 
sur la chimiosensibilité des différentes lignées cellulaires, nous pouvons nous demander si le 
niveau d’expression de TMEM45A n’est pas associé à la sensibilité des cellules cancéreuses au 
cisplatine.  
 
4. Invalidation de l’expression de TMEM45A 
Afin d’étudier le rôle de TMEM45A dans la sensibilité des cellules cancéreuses au cisplatine, 
l’expression du gène TMEM45A a été invalidée par deux techniques d’ARN interférents, les 
siARN (small interferent RNA) et les shARN (short hairpin RNA). Une des principales 
caractéristiques des ARN interférents est leur spécificité. En effet, du fait de la complémentarité 
des bases, un ARN interférent cible spécifiquement un ARNm et s’y hybride de façon à 
entrainer sa dégradation ou inhiber sa traduction en protéine. La différence majeure entre les 
deux techniques utilisées ici est la stabilité des invalidations. En effet, dans le cas des siARN la 
transfection est dite transitoire c'est-à-dire qu’elle ne persiste pas dans le temps et que les siARN 
ne sont pas transmis aux cellules filles. Dans le cas des shARN, la séquence codante du shARN 
ciblant l’ARNm de TMEM45A est insérée dans le génome de la cellule après infection virale, 
on parle alors de transduction, et sera transmise aux cellules filles.  
Les ARN interférents sont pris en charge au sein des cellules par la voie de maturation des 
microARNs. En effet, une fois dans le cytoplasme, les ARN interférents double brin sont 
reconnus par le complexe RISC (RNA Induce Silencing Complex) de façon à libérer le brin 
complémentaire de l’ARNm ciblé. Une fois lié à l’ARNm, l’endonucléase Argonaute (Ago) du 
complexe RISC coupe le transcrit au niveau du site de reconnaissance. L’ARNm ainsi clivé est 
rapidement dégradé par des exonucléases. La liaison de l’ARN interférant peut également 
inhiber la traduction de l’ARNm en bloquant l’accès au ribosome. Les shARN sont produits 
sous forme d’épingle à cheveux et nécessitent donc une étape de clivage supplémentaire avant 
d’être pris en charge par le complexe RISC, étape réalisée par la protéine DICER (figure R8A).  
La transduction des shARN se fait via une infection avec des particules virales dérivées du VIH. 
La séquence codante du shARN est alors insérée dans le génome de la cellule cancéreuse de 
même que la séquence codante d’un gène de sélection, ici la puromycine, afin de sélectionner 




Figure R9 : Invalidation de l’expression de TMEM45A dans les cellules CAL27 
(A) Les cellules CAL27 ont été incubées en absence ou en présence de différentes concentrations de 
puromycine durant 24h et 48h en condition de normoxie puis la viabilité cellulaire a été analysée par 
test MTT. Le pourcentage de viabilité a été calculé en normalisant par le signal obtenu pour les cellules 
au temps 0. Les résultats représentent la moyenne (n=2). (B) Les cellules CAL27 ont été transduites 
avec des particules lentivirales exprimant un shARN contrôle (shCTL) ou un shARN ciblant l’ARNm 
de TMEM45A (shRNA 22). Après transduction, les cellules CAL27 ont été incubées durant 16h en 
conditions de normoxie et d’hypoxie puis les ARN totaux ont été extraits et le niveau d’expression de 
l’ARNm du gène TMEM45A a été quantifié par RT-qPCR en utilisant 23 kDa comme gène de référence. 
Les résultats représentent la moyenne ± SD (n=2). (C) Les cellules CAL27 ont été transfectées avec des 
siARN contrôles (siARN Risc Free = siRF) ou des siARN ciblant l’ARNm de TMEM45A 
(siTMEM45A). Après transfection, les cellules CAL27 ont été incubées durant 16h en conditions de 
normoxie et d’hypoxie puis les ARN totaux ont été extraits et le niveau d’expression de l’ARNm du 
gène TMEM45A a été quantifié par RT-qPCR en utilisant 23 kDa comme gène de référence (n=1). Nor : 




Il est important de déterminer les meilleures conditions permettant une extinction maximale du 
gène cible, tout en maintenant un niveau satisfaisant de viabilité cellulaire. Ainsi pour 
l’ensemble des lignées cellulaires, nous avons évalué le niveau d’invalidation du gène 
TMEM45A après invalidation par siARN ou shARN. 
 
4.1 Cellules CAL27 
La sensibilité des cellules CAL27 à la puromycine a été étudiée par test MTT afin de déterminer 
la concentration minimale de puromycine entrainant 100 % de mort cellulaire en 24h à 48h. 
Cette sélection permettra d’éliminer les cellules non transduites par les particules lentivirales. 
Les cellules infectées ayant reçu un gène de résistance à la puromycine survivront à ce 
traitement. Les cellules CAL27 ont été incubées en présence de différentes concentrations en 
puromycine durant 24h et 48h. Une exposition des cellules CAL27 à la puromycine entraine 
une diminution totale de le viabilité cellulaire au bout de 24h dès 2 g/mL de puromycine 
(figure R9A).  Nous avons donc sélectionné les cellules CAL27 transduites par les particules 
lentivirales avec 2 g/mL de puromycine.  
Les cellules CAL27 ont été transduites avec des particules lentivirales comprenant la séquence 
codante d’un shARN contrôle, shCTL, ou d’un shARN ciblant TMEM45A, le shARN 22. La 
transduction a été effectuée à une multiplicité d’infection de 5 (MOI 5), c'est-à-dire 5 particules 
virales par cellule. Après une exposition de 24h avec les particules virales, les cellules sont 
sélectionnées durant 6 jours à la puromycine avant d’être utilisées pour différentes expériences. 
Le niveau d’invalidation de TMEM45A suite à la transduction a été analysé par RT-qPCR en 
utilisant 23 kDa comme gène de référence. L’invalidation de TMEM45A par shARN entraine 
une forte diminution du niveau d’expression de l’ARNm de TMEM45A en normoxie et en 
hypoxie (figure R9B).  
L’expression de TMEM45A a également été invalidée par siARN. Pour cela, les cellules ont 
été transfectées à l’aide de siARN contrôle (siRF= siRNA risc free) et de siARN ciblant 
TMEM45A (siTMEM45A composés d’un pool de cinq siARN différents). Après une 
exposition de 24h avec les siARN, les cellules sont incubées en condition de normoxie ou 
d’hypoxie durant 16h afin d’étudier le niveau d’expression de TMEM45A. De façon similaire 
aux shARN, les siARN ciblant TMEM45A entrainent une diminution importante du niveau 






Figure R10 : Invalidation de TMEM45A dans les cellules SQD9 
(A) Les cellules SQD9 ont été incubées en absence ou en présence de différentes concentrations de 
puromycine durant 24h et 48h en condition de normoxie puis la viabilité cellulaire a été analysée par 
test MTT. Le pourcentage de viabilité a été calculé en normalisant par le signal obtenu pour les cellules 
au temps 0. Les résultats représentent la moyenne (n=2). (B) Les cellules SQD9 ont été transduites avec 
des particules lentivirales exprimant un shARN contrôle (shCTL) ou un shARN ciblant l’ARNm de 
TMEM45A (shRNA 22). Après transduction, les cellules SQD9 ont été incubées durant 24h en 
conditions de normoxie et d’hypoxie puis les ARN totaux ont été extraits et le niveau d’expression de 
l’ARNm du gène TMEM45A a été quantifié par RT-qPCR en utilisant 23 kDa comme gène de référence. 
Les résultats représentent la moyenne ± SD (n=3). (C) Les cellules SQD9 ont été transfectées avec un 
siARN contrôle (siARN Risc Free = siRF) ou des siARNs ciblant l’ARNm de TMEM45A 
(siTMEM45A). Après transfection, les cellules SQD9 ont été incubées durant 24h en conditions de 
normoxie et d’hypoxie puis les ARN totaux ont été extraits et le niveau d’expression de l’ARNm du 
gène TMEM45A a été quantifié par RT-qPCR en utilisant 23 kDa comme gène de référence. Les résultats 
représentent la moyenne ± SD (n=2). Nor : normoxie ; Hyp : hypoxie. L’analyse statistique a été réalisée 









Figure R11 : Expression de la protéine TMEM45A dans les cellules SQD9 
Les cellules SQD9 ont été transduites avec des particules lentivirales exprimant un shARN contrôle 
(shCTL) ou un shARN ciblant l’ARNm de TMEM45A (shRNA 22). Après transduction, les cellules 
SQD9 ont été incubées durant 24h en conditions de normoxie et d’hypoxie puis l’expression de la 
protéine TMEM45A (vert) et de la protéine GM-130 (rouge) a été analysée par marquage en 
immunofluorescence. Les noyaux ont été marqués au Hoescht. Les images ont été prises avec un 






Figure R12 : Invalidation de TMEM45A dans les cellules RCC4 plus pVHL 
Les cellules RCC4 plus pVHL ont été transduites avec des particules lentivirales exprimant un shARN 
contrôle (shCTL) ou un shARN ciblant l’ARNm de TMEM45A (shRNA 22). (A) Après transduction, 
les cellules RCC4 plus pVHL ont été incubées durant 48h en conditions de normoxie et d’hypoxie puis 
les ARN totaux ont été extraits et le niveau d’expression de l’ARNm du gène TMEM45A a été quantifié 
par RT-qPCR en utilisant 23 kDa comme gène de référence. Les résultats représentent la moyenne ± SD 
(n=3). (B) Le niveau d’expression de l’ARNm de TMEM45A a été étudié à différents passages post-
transduction (n=1). Nor : normoxie ; Hyp : hypoxie. L’analyse statistique a été réalisée à l’aide d’un test 




4.2 Cellules SQD9 
En parallèle aux cellules CAL27, les cellules SQD9 ont également été invalidées pour 
TMEM45A. Dans un premier temps, nous avons testé la sensibilité des cellules à la 
puromycine. Les cellules SQD9 ont été exposées à différentes concentrations de puromycine 
durant 24h et 48h puis la viabilité cellulaire a été analysée par test MTT. Une exposition à la 
puromycine entraine une forte diminution de la viabilité cellulaire, mais cette diminution est 
moins importante que pour les cellules CAL27. En effet, il faut attendre 48h avant d’avoir une 
diminution totale de la viabilité cellulaire. Nous avons choisi la plus faible concentration 
entrainant le plus haut taux de mortalité en 24h soit 4 g/mL (figure R10A). Ces résultats 
soulignent à nouveau que la lignée CAL27 est plus sensible que la lignée SQD9 face aux agents 
cytotoxiques.   
Le niveau d’expression de TMEM45A a été étudié suite à son invalidation par siARN et shARN 
(shARN 22 et shARN 92). Le niveau d’expression de l’ARNm de TMEM45A est fortement 
diminué en condition de normoxie et d’hypoxie dans les cellules invalidées pour TMEM45A 
en comparaison aux cellules contrôles que ce soit après transfection avec des siARN ou 
transduction avec le shARN 22 (figures R10B et R10C). L’invalidation de TMEM45A par le 
shARN 22 a été confirmée au niveau protéique par marquage en immunofluorescence. Dans les 
cellules contrôles, en condition d’hypoxie, la protéine TMEM45A est surexprimée et localisée 
au niveau du trans-Golgi. Dans les cellules invalidées, le niveau d’expression de la protéine 
TMEM45A est diminué que ce soit en condition de normoxie ou d’hypoxie (figure R11). 
L’ensemble de ces résultats montrent l’efficacité de l’invalidation de TMEM45A dans les 
cellules SQD9. De plus, cette invalidation par shARN est stable dans le temps.  
 
4.3 Cellules RCC4 plus pVHL  
L’étude du rôle de TMEM45A dans la chimiosensibilité des cellules RCC4 plus pVHL a 
uniquement été réalisée par une invalidation par shARN. La première étape consistait a évaluer 
l’efficacité de l’invalidation de TMEM45A par le shARN 22. Pour cela les cellules ont été 
transduites par les particules lentivirales à une MOI de 10. A la vue de la sensibilité des cellules 
RCC4 plus pVHL au cisplatine, après transduction, les cellules ont été sélectionnées par la 
puromycine à 4 g/mL comme les cellules SQD9. Les cellules ont ensuite été incubées en 
conditions de normoxie et d’hypoxie durant 48h. L’abondance relative de l’ARNm de 
TMEM45A a été quantifiée par RT-qPCR en utilisant 23 kDa comme gène de référence. Une 
diminution de l’expression de l’ARNm de TMEM45A a été observée dans les cellules 
invalidées en comparaison aux cellules contrôles en conditions de normoxie et d’hypoxie 













Figure R13 : Expression de la protéine TMEM45A dans les cellules RCC4 plus pVHL 
Les cellules RCC4 plus pVHL ont été transduites avec des particules lentivirales exprimant un shARN 
contrôle (shCTL) ou un shARN ciblant l’ARNm de TMEM45A (shRNA 22). Après transduction, les 
cellules RCC4 plus pVHL ont été incubées durant 48h en conditions de normoxie et d’hypoxie puis 
l’expression de la protéine TMEM45A (vert) et de la protéine Golgin 97 (rouge) a été analysée par 
immunofluorescence après passages post transduction précoces (A), passages post transduction 
intermédiaires (B) et passages post transduction tardifs (C). Les noyaux ont été marqués au Hoescht. 
Les images ont été prises avec un microscope confocal.   
Résultats 
88 
diminuer avec 65 % d’invalidation à des passages tardifs (supérieur à 12 passages) contre 90 % 
d’invalidation à des passages précoces (moins de 6 passages) (figure R12B).  
Ces résultats ont été confirmés au niveau protéique par marquage en immunofluorescence. En 
effet, l’invalidation de TMEM45A entraine une diminution du niveau d’expression de la 
protéine TMEM45A en condition de normoxie et d’hypoxie. A passage précoce, 11 % de la 
population de cellules montre une expression de la protéine TMEM45A malgré son 
invalidation. Ce pourcentage de cellules exprimant TMEM45A monte à 19% dans les passages 
intermédiaires (7 à 12 passages) et atteint même 24 % aux passages post transduction tardifs 
(figure R13). Cette expérience permet également de valider dans ce modèle l’induction de 
l’expression de TMEM45A en hypoxie et de confirmer sa localisation au trans-Golgi grâce à 
une colocalisation avec la protéine golgin-97, marqueur du réseau trans-Golgien (figure R13). 
Ces résultats indiquent une invalidation efficace mais pas totale de TMEM45A dans les cellules 
transduites avec le shARN 22 mais également une perte de l’invalidation au cours du temps. 
Ainsi pour la suite de l’étude, les expériences ont été réalisées uniquement à des passages post-
transduction précoces.  
 
Conclusion 
Les résultats présentés ci-dessus permettent de valider les conditions expérimentales pour 
l’invalidation de l’expression de TMEM45A. En effet, que ce soit par la technique de siARN 
ou la technique de shARN, le niveau d’expression de TMEM45A est diminué que ce soit en 
conditions de normoxie ou d’hypoxie. Dans le cas de l’invalidation par shARN, l’invalidation 
semble être stable dans les cellules CAL27 et SQD9, ce qui n’est pas le cas des cellules RCC4 







Figure R14 : Impact de l’invalidation de TMEM45A par siARN sur la chimiosensibilité des cellules 
CAL27 
Les cellules CAL27 ont été transfectées avec des siARN contrôles (siARN Risc Free = siRF) ou des siARN 
ciblant l’ARNm de TMEM45A (siTMEM45A). (A) Après transfection, les cellules CAL27 ont été incubées 
en absence ou en présence de différentes concentrations de cisplatine durant 16h en condition de normoxie 
et la viabilité cellulaire a été analysée par test MTT. Le pourcentage de viabilité a été calculé en normalisant 
par le signal obtenu pour les cellules incubées sans cisplatine. Les résultats représentent la moyenne ± SD 
(n=2). (B) Les cellules CAL27 ont été incubées en absence ou en présence de 35 M de cisplatine durant 16h 
en condition de normoxie et d’hypoxie. Après lyse des cellules, l’activité des caspases a été quantifiée par la 
détection de la fluorescence émise par le clivage d’un substrat, le DEVD-AFC. Les résultats représentent la 
moyenne ± SD (n=2). (C) Les cellules CAL27 ont été incubées en absence ou en présence de 35 M de 
cisplatine durant 16h en conditions de normoxie et d’hypoxie puis le clivage de PARP et caspase 3 a été 
analysé par western blot (n=1). Nor ou N : normoxie ; Nor+Cis ou NC : normoxie plus cisplatine ; Hyp ou H 





Figure R15 : Impact de l’invalidation de TMEM45A par shARN sur la morphologie des cellules 
CAL27 
Les cellules CAL27 ont été transduites avec des particules lentivirales exprimant un shARN contrôle 
(shCTL) ou un shARN ciblant l’ARNm de TMEM45A (shRNA 22). Après transduction, la morphologie 








Chapitre 2 : Rôle de la protéine TMEM45A dans la sensibilité au cisplatine 
Le rôle de la protéine TMEM45A dans la sensibilité au cisplatine a été étudié dans les cellules 
Cal27, SQD9 et RCC4 plus pVHL.  
 
1. Impact de l’invalidation de TMEM45A dans les cellules Cal27 
La sensibilité au cisplatine a d’abord été analysée après invalidation de l’expression de 
TMEM45A par siARN. Après invalidation de TMEM45A, la sensibilité des cellules CAL27 a 
été étudiée par test MTT. Pour cela les cellules ont été exposées à différentes concentrations de 
cisplatine mais la sensibilité à l’agent chimiothérapeutique reste la même entre les cellules 
invalidées et les cellules contrôles (figure R14A). L’induction de l’apoptose par le cisplatine a 
également été investiguée par étude de l’activité des caspases et le clivage des deux effecteurs 
de la voie apoptotique, PARP et caspase 3. Les cellules CAL27 contrôles et invalidées pour 
TMEM45A ont été exposées à 30 M de cisplatine durant 16h puis l’induction de l’apoptose a 
été étudié. Les résultats ne montrent aucune modification de l’activation des caspases en 
présence de cisplatine entre les cellules invalidées pour TMEM45A et les cellules contrôles 
(figure R14B). Dans le cas de l’analyse du clivage de PARP et caspase 3, les résultats montrent 
dans les cellules non transfectées un clivage des deux effecteurs en présence de cisplatine, signe 
de mort cellulaire par apoptose, clivage qui diminue en condition d’hypoxie, signe de protection 
contre la mort cellulaire induite par le cisplatine. Cependant, dans le cas des cellules transfectées 
contrôles, le clivage de PARP et caspase 3 en présence de cisplatine augmente en comparaison 
aux cellules non transfectées (figure R14C). Ces résultats signifient que la transfection elle-
même sensibilise les cellules CAL27 au cisplatine. Ainsi nous ne pouvons pas conclure quant 
à l’effet de l’invalidation de TMEM45A par siARN sur le clivage des deux effecteurs de la voie 
apoptotique en présence de cisplatine. 
L’invalidation de TMEM45A par siARN étant transitoire, elle ne nous permet pas d’observer 
des altérations phénotypiques à long terme. De plus, l’efficacité de l’invalidation de 
l’expression de TMEM45A par siARN est moindre qu’avec une invalidation par shARN, il est 
possible alors d’observer des effets de l’invalidation de TMEM45A par shARN qui ne sont pas 
retrouvés avec une invalidation par siARN. Il est donc important d’utiliser ces deux techniques 
d’invalidation qui n’apportent pas les mêmes informations.  
Suite à l’invalidation de l’expression de TMEM45A par shARN, nous avons dans un premier 
temps observé la morphologie des cellules invalidées en comparaison aux cellules contrôles. 
Aucune modification de la morphologie n’a été observée dans les cellules CAL27 invalidées 





Figure R16 : Impact de l’invalidation de TMEM45A par shARN sur la prolifération des cellules 
CAL27 
Les cellules CAL27 ont été transduites avec des particules lentivirales exprimant un shARN contrôle 
(shCTL) ou un shARN ciblant l’ARNm de TMEM45A (shRNA 22). Après transduction, les cellules 
CAL27 ont été incubées 24h et 48h en condition de normoxie et la viabilité cellulaire a été mesurée par 
test MTT. La prolifération a ensuite été calculée en prenant la valeur temps 0 comme valeur de référence 







Figure R17 : Impact de l’invalidation de TMEM45A par shARN sur la chimiosensibilité des 
cellules CAL27 
Les cellules CAL27 ont été transduites avec des particules lentivirales exprimant un shARN contrôle 
(shCTL) ou un shARN ciblant l’ARNm de TMEM45A (shRNA 22). (A) Après transduction, les cellules 
CAL27 ont été incubées en absence ou en présence de 35 M de cisplatine durant 40h et la cytotoxicité 
du cisplatine a été mesurée par test LDH (n=1). (B) Les cellules CAL27 ont été incubées en absence ou 
en présence de 35 M de cisplatine durant 16h et le clivage de PARP et caspase 3 a été analysé par 
western blot (n=1). Nor ou N : normoxie ; Nor+Cis ou NC : normoxie plus cisplatine ; Hyp ou H : 






La prolifération des cellules CAL27 contrôles et invalidées pour TMEM45A a été étudiée en 
suivant le nombre de cellules au cours du temps. En effet, après ensemencement, un premier 
test MTT est effectué et la valeur obtenue sert alors de référence (temps 0). Ainsi, le taux de 
prolifération après 24 et 48h a été calculé en fonction de la valeur de référence de chaque 
condition. Nous n’avons observé aucune modification du taux de prolifération des cellules 
invalidées en comparaison aux cellules contrôles (figure R16). De plus, les résultats indiquent 
que la transduction elle-même n’a pas d’impact sur la morphologie ou la prolifération des 
cellules puisqu’aucun changement n’est observé entre les cellules non transduites et les cellules 
transduites contrôles ou invalidées.  
La sensibilité des cellules CAL27 après invalidation de l’expression de TMEM45A par shARN 
a été étudiée. Les cellules CAL27 ont été exposées à 30 M de cisplatine durant 16h puis la 
cytotoxicité de la molécule a été mesurée par test LDH. L’invalidation de TMEM45A n’a aucun 
impact sur la cytotoxicité du cisplatine dans les cellules CAL27 et n’altère pas la protection 
conférée par l’hypoxie face au cisplatine (figure R17A). Dans les mêmes conditions, l’induction 
de l’apoptose a été étudiée via le clivage de PARP et caspase 3. Des résultats similaires aux 
expériences précédentes ont été observés. En effet, les cellules transduites contrôles montrent 
une sensibilité au cisplatine plus importante que dans les cellules non transduites (figure R17B). 
L’invalidation de TMEM45A ne semble pas modifier la sensibilité au cisplatine des cellules 
CAL27. De plus, la protection conférée par l’hypoxie face à la mort cellulaire induite par le 
cisplatine est toujours présente signifiant que TMEM45A n’est pas essentiel à cette protection 
dans le cas des cellules CAL27.  
A la vue de ces résultats, nous n’avons pas continué l’étude de l’implication de TMEM45A 
dans la chimiosensibilité des cellules CAL27.  
 
2. Article en soumission dans « International Journal of Cancer » 
Nous avons ensuite, investigué le rôle de TMEM45A dans les lignées SQD9 et RCC4 plus 
pVHL. L’article intitulé “Dual role of TMEM45A to regulate sensitivity to cisplatin according 
to the cancer type” décrit l’effet de l’invalidation de TMEM45A sur la sensibilité au cisplatine 
des cellules SQD9 et RCC4 plus pVHL mais également son impact sur les dommages à l’ADN 
induits par le cisplatine et l’activation de l’UPR. Le matériel et méthode qui s’y rapporte, les 
résultats et une discussion y sont présentés. A la suite de cet article, les résultats des expériences 
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Abstract 
TMEM45A is a transmembrane protein involved 
in tumor progression and cancer resistance to 
chemotherapeutic agents in hypoxic condition. Its 
overexpression is correlated to low patient 
survival in different cancer types. The mRNA 
expression of TMEM45A was assessed in head 
and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) and 
renal cell carcinoma (RCC) biopsies. TMEM45A 
was up-regulated in patients diagnosed for head 
and neck or renal cancer.  However, little is 
known about this protein. TMEM45A-invalidated 
cells displayed reduced proliferation as well as 
changes in the responses to cisplatin exposure. 
Through RNA sequencing analysis, several 
deregulated pathways were identified: 
TMEM45A regulates DNA damage repair, 
apoptosis and UPR pathway activation. This 
study demonstrated, for the first time, an anti- or 
a pro-apoptotic role of this protein depending on 
the cancer type and highlighted the possible use 
of TMEM45A as a biomarker for patient 
responses to treatment. 
 
Introduction 
Renal cell carcinoma (RCC) and head and neck 
squamous cell carcinoma (HNSCC) constitute 
two of the 10 most common cancers (1, 2). 






estimates more than 350 000 new cases of 
HNSCC worldwide in 2018. HNSCC arises in the 
region of head and neck which comprises nasal 
cavity, paranasal sinuses, oral cavity, salivary 
glands, pharynx, and larynx. The only molecular 
classification of this cancer is based on the Human 
Papilloma Virus (HPV) infection status with 25% 
of oral cancer being HPV-positive (3). The 
current standard treatments for this disease are 
surgery, radiotherapy and chemotherapy. In latter 
case, the four most extensively used agents are 
methotrexate, cisplatin, 5-fluorouracil (5-FU) and 
bleomycin.  For 40% of patients who present 
early stage of the disease, the single-modality 
treatment with surgery or radiotherapy is 
generally recommended despite the toxic effects 
on healthy tissues induced by radiotherapy. Over 
the years, significant advances have been made in 
combined modality therapies but the majority of 
patients who presented advanced disease relapse, 
develop metastases and only qualify for palliative 
treatment (4). These data show the importance of 
a better understanding of the disease, the need for 
discovery of new biomarkers and for the 
development of new therapeutic strategies.  
Human RCC are classified in subtypes that have 
differences in genetics, biology and behavior. The 
most common subtype is clear cell RCC (ccRCC), 
which represents 75-80% of the group (5). ccRCC 
can be sporadic (more than 96%) or familial (less 
than 4%) but in both situations, the von Hippel-
Lindau (VHL) tumor suppressor gene is the most 
frequently mutated gene (6, 7). ccRCC can be 
treated by surgical excision or with ablative 
therapies, but also with systemic therapies. 
Among the treatments, the most used drugs are 
the angiogenesis targeting agents including 
sorafenib, sunitinib and bevacizumab, which 
target vascular endothelial growth factor (VEGF) 
or its receptor (VEGFR). Despite all the 
therapeutic targeting agents discovered during the 
last decade, many patients are resistant to these 
treatments or acquire resistance over time (8, 9). 
Furthermore, due to the ability of the kidney to 
functionally compensate when partially damaged 
(10), most patients are diagnosed with advanced 
or metastatic RCC. New diagnostic markers and 
therapeutic strategies are thus highly needed. 
Transmembrane protein family (TMEMs) is a 
family of proteins predicted to be components of 
various cell membranes, such as mitochondrial, 
endoplasmic reticulum and Golgi membranes. In 
many cancers, differential expression of TMEMs 
is observed and a large number of these proteins 
have been implicated in cancer development and 
in drug resistance (11). 
TMEM45A is a transmembrane protein of 275 
amino acids, predicted to have 5 or 7 
transmembrane domains and which is up-
regulated in hypoxic condition. This protein is 
highly expressed in the skin, is associated with 
trans-golgi apparatus and is correlated with 
epiderm keratinisation (12-14). TMEM45A has 
been proposed as a potential classifier of ccRCC 
(15) but was also associated with chemoresistance 
in human breast cancer cells (MDA-MB-231) and 
in human hepatoma cells (HepG2) in hypoxic 
condition (16). TMEM45A is involved in 
proliferation and invasion in human ovarian 
cancer cells and in human glioma cells (17, 18). 
In the cases of breast cancer and cervical lesions, 
a higher expression level of TMEM45A has been 
correlated with a lower patient overall survival 
suggesting that TMEM45A could be a potential 
biomarker for aggressiveness of breast cancer and 
cervical lesions (16, 19). 
Owing to the possible role of TMEM45A in 
cancer resistance to different therapies and since 
the expression of this protein has been associated 
with tumor aggressiveness, we investigated the 
effect of TMEM45A invalidation in head and 
neck (SQD9) and renal cancer (RCC4 + pVHL) 
cells in normoxic or hypoxic conditions and 
explored the contribution of this protein in 
modulating the responses to treatment. The possible 
mechanisms were also studied. Our data support 
an implication of TMEM45A in the sensitivity of 
head and neck and renal cancer cells to cisplatin, 
hence the possible use of this protein as a 
prognostic marker in these cancer types.  
 
Materiel and Methods 
Patient study 
After written informed consent of patients 






tissues, which were histologically free from tumor 
and head and neck and renal cancer biopsies, were 
obtained from surgery. The Medical Ethical 
Committee of CHU-UCL Namur approved all 
described studies. After resection, the samples 
were stored at -80°C and mRNA were extracted 
as described in supplementary material.  
 
Cell culture  
Head and Neck squamous cell carcinoma cell line 
(SQD9) was obtained from Pierre Sonvaux 
laboratory, Woluwe, Belgium and maintained in 
culture in 75 cm2 polystyrene flasks (Corning) in 
Minimum Essential Media (MEM) (Thermo 
Fisher Scientific) supplemented with 10 % of heat 
inactivated Fetal Bovine Serum (FBS) (Thermo 
Fisher Scientific). Renal cell carcinoma cell line 
RCC4 stably transfected with pcDNA3-VHL 
(RCC4 plus pVHL) was purchased from the 
European Collection of Authenticated Cell 
Cultures (Sigma-Aldrich) and maintained in 
culture in 75 cm2 polystyrene flasks (Corning) in 
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) 
(Thermo Fisher Scientific) supplemented with 2 
mM of L-glutamine (Sigma-Aldrich), 10 % of 
Fetal Bovine Serum (FBS) (Thermo Fisher 
Scientific) and geneticin (0.5 mg/mL) (Thermo 
Fisher Scientific). Cells were incubated under an 
atmosphere at 37°C containing 5 % CO2. 
 
Incubation and hypoxia incubation 
Cisplatin (Sigma-Aldrich) was dissolved in NaCl 
0.9% before each experiment then directly added 
in the culture medium without serum. All 
experiment was performed in serum-free CO2-
independent medium (Thermo Fisher Scientific) 
supplemented with 500 M of L-glutamine 
(Sigma- Aldrich), except for DNA damage repair 
experiment for which fresh culture medium with 
serum was added to the cells after cisplatin 
incubation. For hypoxia experiments, cells were 
incubated under 1 % O2, whereas for normoxic 
conditions cells were incubated under normal 
atmosphere (20 % O2).  
 
 
Transfection and transduction 
For transfection, SQD9 cells were seeded in 75 
cm2 polystyrene flasks (Corning) at a density of 3 
000 000 cells per flask. TMEM45A knockdown 
was achieved using siGENOMESMART pool 
human TMEM45A (#M-021085-00 containing a 





Dharmacon). RISC-free control siRNA purchased 
from Dharmacon was used as a control for non-
specific effects. Cells were transfected 24 hours 
under standard culture conditions with 50 nM 
siRNA using DharmaFect n°1 (Dharmacon) 
transfection reagent according to the 
manufacturer's instructions. Cells were then 
trypsinized and seeded at the appropriate density 
for further experiments. 
For the transduction, cells were seeded in 25 cm2 
polystyrene flasks (Corning) at a density of 800 
000 cells per flask. Cells were then transduced 
with shRNA lentiviral particles (Sigma): empty 
vector as a control for RCC4 cells and shRNA 
targeting the luciferase 
(CCGGCGCTGAGTACTTCGAAATGTCCTC
GAGGACATTTCGAAGTACTCAGCGTTTTT
) as negative control for SQD9 cells (shCTL) or 
shRNA targeting TMEM45A mRNA, shRNA22 
(CCGGGAGTTCCTTGTTCGGAACAATCTC
GAGATTGTTCCGAACAAGGAACTCTTTTT
TG) and shRNA 92 
(CCGGGATGACTCTAAGTGTACTGTTCTC
GAGAACAGTACACTTAGAGTCATCTTTTT
TG). The transduction was performed with a 
multiplicity of infection (MOI) of 5 in fresh 
medium with serum containing protamine sulfate 
(0.06mg/mL) (Sigma-Aldrich) for RCC4 cells. 24 
hours after the transduction, the medium was 
replaced by fresh medium supplemented with 
puromycin (4 μg/mL) (Sigma-Aldrich) for 6 days 
of selection. After the selection, cells were seeded 
in 75 cm2 polystyrene flasks (Corning) with 










After treatment with cisplatin, SQD9 cells were 
lysed with RLT Lysis Buffer (Qiagen) and total 
RNA was extracted using the RNeasy Mini Kit 
(Qiagen) and the QIAcube (Qiagen). The 
experiment was performed for 4 independent 
experiments. The quality of the RNA samples was 
checked using the bioanalyser 2100 (Agilent). 
Samples were sent to Genomics core, KU Leuven 
where they were prepared for sequencing after the 
library construction. The single read sequencing 
was performed on Illumina’s HiSeq 2500. 
Bioinformatics Consultancy Service analyzed the 
data in three steps: mapping, feature counting and 
statistical inference. 
 
Caspase 3/7 activity 
After incubation, the cells were lysed with a lysis 
buffer containing HEPES 20mM (Sigma-
Aldrich), Tritriplex III 4 mM (Merck Millipore), 
CHAPS 0.2% (3-[(3-
cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-
propanesulfonate hydrate) (Sigma-Aldrich), 
sucrose 300 mM, DTT 1 M (Sigma-Aldrich) and 
MilliQ water. Then reaction buffer composed of 
PIPES (1,4-Piperazinediethanesulfonic acid) 40 
mM (Sigma-Aldrich), NaCl 200 mM (Merck 
Millipore), Tritriplex III 2 mM (Merck Millipore), 
CHAPS 0.2% (Sigma-Aldrich), sucrose 300 mM, 
DTT 1 M (Sigma-Aldrich) was added to the lysis 
solution containing 15 g of proteins. The 
fluorogenic substrate Ac-DEVD-AFC (BD 
Pharmingen) was used to measure caspase 3 and 
7 activity. Fluorescence intensity was measured 
using a spectrophotometer at 400 nm for 
excitation and 505 nm for emission.  
 
RT-qPCR 
For patient biopsies, samples were lyzed in Qiazol 
reagent. After 5 minutes at room temperature, 200 
l of chloroforme were added and the samples 
were shacked vigorously for 2-3 minutes. After 
centrifugation at 12,000 x g for 15 minutes at 4°C, 
the upper aqueous phase was transferred to a new 
tube and the total RNA was extracted using the 
RNeasy Mini Kit (Qiagen) and the QIAcube 
(Qiagen). For cells samples, after the incubation, 
600 μL of RLT Lysis Buffer (Qiagen) was added 
to lyse the cells. Total RNA was extracted using 
the RNeasy Mini Kit (Qiagen) and the QIAcube 
(Qiagen). mRNA contained in 2 μg of total RNA 
was reverse transcribed using first Strand cDNA 
Synthesis kit (Roche Life Science) following 
supplier’s instructions. For the amplification 
cDNA was diluted at 1:100 in MilliQ water and 
added to the mix reaction containing 300 nM of 
forward and reverse primers (table 2) and SYBR 
Select Master Mix (Thermo Fisher Scientific) in a 
5 to 1 ratio. qPCR was conducted on a 
StepOnePlus system (Applied Biosystems) 
following thermal cycling: 95°C for 5 min 
followed by 40 cycles at 95°C for 30 seconds and 
60°C for 1 min. mRNA expression level was 
quantified using the threshold cycle method.  
 
Western blot 
After the incubation, cells were lysed in lysis 
buffer solution containing Trizma 40 mM (TRIS 
base) (Sigma-Aldrich), KCL 150 mM (Merck 
Millipore) and Tritriplex III 1 mM (Merck 
Millipore) with MilliQ water, Triton X100 1% 
(Sigma-Aldrich), phosphatase inhibitor cocktail 
(PIC, Roche) and phosphatase inhibitor buffer 
(PIB containing sodium orthovanadate (Na3VO3) 
(Sigma-Aldrich), 4-nitrophenylphosphate (PNPP) 
(Sigma-Aldrich), -glycerophosphate (VWR) and 
sodium fluoride (NaF) (Merck)). Then 15 μg of 
proteins were mixed with MilliQ water and blue 
sample buffer composed of DTT (dithiothreitol) 5 
% and LDS (lithium dodecyl sulfate) sample 
buffer 4x (Thermo Fisher Buffer) and heated up 
during 10 minutes to 70°C. Proteins were then 
separated on NuPAGE 4-12 % Bis-Tris Gel or 3-
8 % Tris Acetate Gel (Thermo Fisher Scientific). 
Afterwards, proteins were transferred on a PVDF 
(polyvinylidene fluoride) membrane (Thermo 
Fisher Scientific). The membrane was incubated 
overnight at 4°C with the primary antibody (Table 
1) in Odyssey Blocking buffer (Li-Cor 
Biosciences) with 0.1 % of Tween 20 (Bio-Rad 
Laboratories) and incubated with the secondary 
antibody during one hour in Odyssey Blocking 
buffer (Li-Cor) with 0.1 % of Tween 20 (Bio-Rad 
Laboratories). The membrane was scanned using 
the Odyssey Infrared Imager (Li-Cor 






using the imaging software Odyssey V3.0 from 




After incubation, MTT (Thiazol Blue Tetrazolium 
Bromide) (Sigma-Aldrich) was diluted in PBS at 
2.5 mg/mL and added to cell media for 2 hours at 
37°C. Afterwards, cells were lysed with a lysis 
buffer composed of sodium dodecyl sulfate (SDS) 
30 % (Merck Millipore) and N, N-
dimethylformamide (Sigma- Aldrich) in a 2 to 1 
ratio at pH 4.7 during an hour at 37°C. Finally, the 
optic density was read with a spectrophotometer 
at 570 nm.  
 
LDH release 
After the incubation, the supernatant of each well 
was collected in 1.5 mL microtubes labeled as 
“Pellet”. 250 μL of PBS-Triton 4% were added in 
each well and plates were left at room temperature 
with a slight agitation during 10 minutes. The 
“Pellet” microtubes were centrifuged during 5 
minutes at 2000 rpm at 4°C. The supernatant of 
the “Pellet” microtubes was then transferred into 
microtubes called “Supernatant” while the pellets 
were resuspended in 250 μL of PBS-Triton 4%. 
The cell lysate in the wells of the plates was 
collected in a third series of microtubes labeled as 
“Lysate”. 100 μL of each sample were placed in a 
96-well plate, except for the “Lysate” samples of 
which 5 μL were diluted in 95 μL of PBS-Triton 
4 %. 100 μL of Cytotoxicity Detection Kit 
(Roche) were added in each well and after 15 
minutes of reaction, the optic density was read 
with a spectrophotometer at 490 nm and 655 nm 
every 15 minutes until at least one value reached 
2. The signal obtained at 655 nm was subtracted 
of the signal obtained at 490 nm and the 
percentage of cytotoxicity was then calculated as 
follows:  






Cells were seeded on glass coverslips in 24-well 
plates (Costar) at a density of 25 000 cells per 
well. After the incubation time, the medium was 
removed and cells were then fixed during 10 
minutes with 4 % paraformaldehyde (PFA) in 
phosphate buffer saline (PBS) before being 
washed 3 times with PBS and permeabilized with 
PBS-triton 1 % for 5 minutes at room 
temperature. After permeabilization, cells were 
washed 3 times for 10 minutes with PBS-BSA 2 
% (Bovine Serum Albumin) (Santa Cruz 
Biotechnology) then incubated with the primary 
antibody overnight at 4°C in the dark (Table 1). 
The next day, cells were washed 3 times with 
PBS-BSA 2 % before being incubated for 1 hour 
with the secondary antibody and Hoechst 
(Thermo Fisher Scientific H-21491) at 2 μg/mL at 
room temperature in the dark. Thereafter, cells 
were washed 3 times with PBS-BSA 2 % and once 
with PBS. The coverslips were finally mounted on 
slides in Mowiol mounting solution (Sigma) 
warmed at 57°C. Slides were observed by 








Table 1: Antibodies used for immunofluorescence labeling and western blot. 




(Rabbit, Sigma HPA024082, 1/250) 
Alexa 488 nm 




(Mouse, Thermo Fisher Scientific A-21270, 
1/400) 
Alexa 568 nm 




(Mouse, BD Biosciences 610823, 1/250) 
Alexa 568 nm 




(Rabbit, Sigma HPA024012, 1/400 
Alexa 488 nm 
(Anti-rabbit, Thermo Fisher Scientific A-11008, 
1/1000) 
H2AX 
Anti-Phospho Histone H2A.X S139 
(Rabbit, Cell Signaling #2577S, 1/200) 
Alexa 488 nm 





(Mouse, BD Biosciences 6639GR, 1/2000) 
IRDye 680RD 




(Rabbit, Cell Signaling #9662S, 1/1000) 
IRDye 800CW 
(Anti-rabbit, Li-Cor Biosciences 926-32211, 
1/10000) 
H2AX 
Anti-Phospho Histone H2A.X S139 
(Rabbit, Cell Signaling #2577S, 1/1000) 
IRDye 800CW 




Anti-Phospho ATM/ATR substrate S*Q 
(Rabbit, Cell Signaling #9607, 1/1000) 
IRDye 800CW 




(Rabbit, Abcam, ab129501, 1/1000) 
IRDye 800CW 




(Rabbit, Novus bilogicals, NB100-2324, 
1/1000) 
IRDye 800CW 
(Anti-rabbit, Li-Cor Biosciences 926-32211, 
1/10000) 
phospho IRE1  
Anti-IRE1 Phospho S724 
(Rabbit, Abcam, ab124945, 1/1000) 
IRDye 800CW 




(Mouse, Sigma-Aldrich A5441, 1/10000) 
IRDye 680RD 









Table 2: Primers used for qPCR and PCR 





















































Prism software was used for the generation of all 
statistical analyses. Two-way ANOVA and 
multiple comparisons were used for all figures. 
p<0.05 was considered statistically significant. 
For consistency in these comparisons, the 
following identifies the significance values: *p < 
0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. All results are 
presented from 3 independent replicates. 






















TMEM45A expression in HNSCC and ccRCC 
To explore the expression of TMEM45A in head 
and neck and renal cancer, we analyzed the 
expression level of TMEM45A in human samples 
of patients diagnosed for HNSCC or ccRCC. The 
mRNA level of TMEM45A was evaluated by RT-
qPCR (Reverse Transcription Quantitative 
Polymerase Chain Reaction) in tumor samples 
and corresponding adjacent healthy tissues for 
each patient. TMEM45A transcript was 
upregulated in tumor tissues compared to healthy 
tissues in 86% (19/22) and 76% (19/25) of 
HNSCC samples and ccRCC samples 
respectively (supplementary figure 1A and B). 
TMEM45 is known to be up-regulated in hypoxic 
condition under the control of the transcription 
factor HIF1 (Hypoxia Inducible Factor 1) (12). 
Furthermore, in normoxic conditions, the stability 
of the subunit HIF1α is regulated by pVHL which 
is mutated and no functional in ccRCC conferring 
a state of pseudo-hypoxia and the stabilization of 
functional HIF1 (20). In order to confirm if the 
deregulation of TMEM45A expression in these 
samples was due to the stabilization of HIF1 we 
analyzed the expression of a second HIF1 target 
gene, CAIX (Carbonic Anhydrase IX). All 
HNSCC samples which displayed TMEM45A 
overexpression also presented CAIX 
upregulation. For ccRCC, 9 samples out of 10 
showed the same expression profile for 
TMEM45A and CAIX (supplementary figure 1C 
and D). These data revealed that TMEM45A is 
upregulated in a majority of patients with HNSCC 
and ccRCC and that this upregulation is probably 
under the control of HIF1.  
Effect of TMEM45A invalidation on cell 
morphology and proliferation 
The function of TMEM45A was studied in 
different cancer cell lines: SQD9 cells (larynx 
cancer) for HNSCC and RCC4 + pVHL cells for 
ccRCC. To that purpose, TMEM45A expression 
was invalidated using siRNA or shRNA 
strategies. A marked decrease in both TMEM45A 
mRNA and protein levels was observed in both 
cell lines (supplementary figure 2). TMEM45A 
invalidation was associated with the presence of 
large vesicles in SQD9 cells (figures 1A and 2B) 
whereas no change in morphology was observed 
for RCC4 + pVHL cells (figure 1C).  
In parallel, a decrease of about 30% in the 
proliferation rate for both SQD9 and RCC4 + 
pVHL cells was observed in the invalidated cells 
compared to control cells (figure 1D and E). This 
decrease in proliferation is probably due to a delay 
in cell cycle progression since an accumulation of 
cells in S phase was detected (supplementary 
figure 3). These data indicate a role of TMEM45A 
in the regulation of SQD9 and RCC4 + pVHL cell 
proliferation. 
Effect of TMEM45A invalidation on cell 
sensitivity to cisplatin 
In order to investigate the role of TMEM45A in 
cancer cell chemoresistance, the different cancer 
cell lines were incubated in the presence of 
cisplatin. This chemotherapeutic drug induces 
DNA damage during cell replication, leading to 
cell death by apoptosis (21). The IC50 was 
reached after an incubation with 100 M for 24h 
for SQD9 cells and with 20 M for 48h for RCC4 
+ pVHL cells (supplementary figure 4). These 
conditions were thus used for the following 
experiments. 
To study the potential implication of TMEM45A 
in chemosensitivity of SQD9 and RCC4 + pVHL 
cells, cisplatin-induced apoptosis was 
investigated in TMEM45A invalidated cells. In 
SQD9 cells, after TMEM45A knockdown using 
siRNA, the cells were incubated with or without 
100 M of cisplatin in normoxic or hypoxic 
conditions and the cleavage of two effectors of 
apoptosis, PARP (Poly(ADP-ribose) polymerase) 
and caspase 3 were analyzed by western blot. 
Figure 2A shows the cleavage of the two 
effectors, indicating the activation of apoptosis, 
which was much higher in the invalidated cells 
compared to control cells when incubated in the 
presence of cisplatin both in normoxic and 
hypoxic conditions. In order to validate the impact 
of TMEM45A invalidation on chemosensitivity, 
TMEM45A expression was also knockdown 
using shRNA. As for siRNA, the cleavage of the 
two effectors was more important in the 
invalidated cells compared to control cells in the 
presence of cisplatin (figure 2B) meaning that 






more sensitive to cisplatin. An increase in caspase 
3 activity in the invalidated cells in the presence 
of cisplatin was also detected (figure 2C). 
Furthermore, the cytotoxicity of cisplatin was 
increased in cells invalidated for TMEM45A in 
the presence of the anticancer agent (data not 
shown). Similar results were obtained for an 
incubation of 48h with 20 µM of cisplatin 
(supplementary figure 5). Invalidation using 
another shRNA led to similar results 
(supplementary figure 6). All together these 
results showed that SQD9 cells were more 
sensitive to cisplatin in the absence of TMEM45A 
and indicated that this protein exerts a role in the 
resistance of SDQ9 cells to this anti-cancer drug.  
To confirm the role of TMEM45A in drug 
resistance, we performed similar experiments in 
RCC4 + pVHL cells. TMEM45A was invalidated 
using shRNA and the cells were incubated with or 
without 20 M of cisplatin for 48h. Surprisingly, 
TMEM45A invalidation led to a significant 
decrease in the cleavage of PARP and caspase 3 
in the presence of cisplatin compared to control 
cells (figure 2D). To confirm this result, the 
cytotoxicity of cisplatin and cell viability were 
assessed. An increase in cytotoxicity were 
observed in invalidated cells (figures 2E). 
Furthermore, a decrease in cell viability were 
observed in invalidated cells compared to control 
cells (data not shown). RCC4 + pVHL cells were 
thus more resistant to cisplatin when TMEM45A 
was invalidated, meaning that in this cell type 
TMEM45A exerts a pro-apoptotic role whereas, 
in SQD9 cells, TMEM45A displayed an anti-
apoptotic role.  
Identification of deregulated genes and 
signaling-associated pathways in TMEM45A 
invalidated cells 
In order to identify by which mechanisms 
TMEM45A can modulate the sensitivity of cancer 
cells to cisplatin, a transcriptome analysis by 
RNA sequencing was performed in SQD9 cells. 
263 differentially expressed genes were identified 
in the absence of cisplatin and 469 differentially 
expressed genes were identified in the presence of 
cisplatin. Genes presenting the highest differences 
in expression are presented in figure 3A. 
Unsurprisingly, the most downregulated gene in 
cells incubated without cisplatin was TMEM45A, 
with a fold change of 0.2. Another interesting 
gene was POLDIP2 which has been implicated in 
DNA polymerase activation (22). Recently, this 
protein has been shown to be an oxygen-sensitive 
protein which supports metabolic adaptation in 
hypoxia in cancer cells (23, 24). Furthermore, 
POLDIP2 has been implicated in tumor growth 
and invasiveness in non-small cell lung cancer 
(25). All these data made of POLDIP2 a good 
candidate for further investigation but the 
difference observed in mRNA expression was not 
confirmed at protein level (data not shown).  
Then, several putative deregulated pathways were 
identified by bioinformatic analysis using 
Babelomics analysis and Gene Set Enrichment 
Analysis (GSEA) (supplementary figure 7). 
GSEA is based on the detection of coordinated 
differences in expression of sets of functionally 
related genes, allowing the identification of 
potential deregulated pathways. Then, heatmaps 
of differentially expressed genes for these 
pathways were generated using Heatmapper (26). 
We observed a potential deregulation of DNA 
damage and apoptosis (figure 3B), G2/M 
transition signaling pathway (figure 3C), and 
UPR (Unfolded Protein Response) activation 
(figure 3D). Cisplatin is a platinum-based 
anticancer agent known to induce DNA damage. 
But it has been shown that cisplatin can also 
induce apoptotic signaling through UPR 
activation, independently of DNA damage in 
enucleated cells (27). So, we decided to further 
investigated these two signaling pathways.  
Effect of TMEM45A invalidation on DNA 
damage 
To identify by which mechanism TMEM45A can 
play a pro or anti-apoptotic role according to the 
cancer type, we investigated the molecular impact 
of cisplatin on DNA damage response (28). The 
efficiency of this drug depends not only on its 
ability to induce DNA damage but also on the cell 
ability to detect and respond to these damages. 
Indeed, following DNA damage, cells may either 
repair the damage or if they cannot repair, the 
damage activate cell death by apoptosis. Histone 
H2AX (H2A Histone Family Member X) is one of 
the markers for DNA double strand break and 
allows, by its phosphorylation (then named 






recruitment of DNA damage repair proteins (29). 
Thus, we investigated the detection and repair of 
DNA damage in SQD9 cells. The cells were 
incubated in the presence of cisplatin for different 
timings and PARP and H2AX was studied for 
apoptosis and DNA damage detection 
respectively. Figure 4A shows an increased level 
of H2AX after 1h, 2h and 4h of treatment but no 
difference was observed in the detection of these 
damages in invalidated cells compared to control 
cells. These results suggest that TMEM45A 
invalidation had no effect on the DNA damage 
induction or detection. Furthermore, for these 
incubation times, the cleavage of PARP observed 
was very low meaning that apoptosis was not yet 
activated.  
Then we explored DNA damage during recovery 
to analyze repair ability. Cells were incubated in 
the presence of cisplatin then the drug was 
removed and cells were incubated in fresh 
medium. After 4h and 20h of recovery, H2AX 
reappeared and was significantly increased in the 
invalidated cells compared to control cells. The 
same results were observed for PARP cleavage 
meaning that SQD9 cells underwent apoptosis 
after 4h and 20h of recovery (figure 4B). It has to 
be noted that H2AX is also present at DNA break 
points when DNA is fragmented during apoptosis 
(30). So, a part of H2AX observed was probably 
due to apoptosis and not only to DNA damage 
induced by cisplatin. There are several 
possibilities to explain these results. First even if 
cisplatin was removed from the medium, the drug 
could be sequestrated inside the cell and could 
continue to produce DNA damage. No difference 
in DNA damage induction or detection was 
observed. Furthermore, we analyzed the 
phosphorylation of ATM substrate. ATM is 
recruited and activated by double strand break 
DNA and phosphorylates several targets such as 
H2AX (31, 32). Figure 4C shows no difference in 
ATM/ATR substrate phosphorylation profile in 
the invalidated cells compared to control cells. 
These results confirm that TMEM45A 
invalidation did not impact the induction or the 
recognition of DNA damage. The second 
possibility is a decrease in the ability of the cancer 
cells to evade cisplatin-induced cell death for 
example via the regulation of proteins involved in 
the apoptotic pathway. Indeed, the deregulation of 
the expression of reparation proteins was 
observed in the RNA sequencing analysis (figure 
3B). The third possibility is a defect in DNA 
damage repair mechanism in the invalidated cells 
leading to cell death. So, we explore the possible 
role of TMEM45A in the recruitment of DNA 
damage repair proteins. RNA sequencing data 
showed that EYA3 (Eyes Absent Homolog 3) was 
differentially expressed in the invalidated cells 
compared to control cells in the presence of 
cisplatin. EYA3 is known to interact with H2AX 
only under DNA damage conditions and the 
phosphatase activity of EYA3 may 
dephosphorylate H2AX on tyrosine 142 leading 
to DNA damage repair and cell survival (33). 
Contrarily to this, we observed a downregulation 
of EYA3 protein level when TMEM45A was 
silenced (figures 4D). Furthermore, the 
expression of EYA3 in head and neck cancer 
biopsies was assessed and the expression profiles 
of TMEM45A and EYA3 were similar. Indeed, 
when TMEM45A was upregulated EYA3 was 
also overexpressed and the only patient who 
presented a downregulation of TMEM45A also 
displayed a downregulation of EYA3 
(supplementary figure 1E). These results suggest 
that TMEM45A silencing had an impact on DNA 
damage repair through a lack of 
dephosphorylation of H2AX by EYA3, hence 
inducing a decrease in the recruitment of proteins 
involved in DNA damage repair.  
To confirm the role of TMEM45A in DNA 
damage repair, the recruitment of one of the major 
proteins involved in DNA damage repair, RAD51 
(RAD51 recombinase), was studied in SQD9 
cells. H2AX and RAD51 immunofluorescence 
labelling showed a strong decrease in the 
recruitment of RAD51 to DNA damage when 
TMEM45A was invalidated. Furthermore, the 
absence of RAD51 recruitment was associated to 
the presence of H2AX labelling meaning that the 
DNA damage was still present and detected 
(figure 5). These results allow to conclude that the 
absence of TMEM45A increased the 
chemosensitivity of SQD9 cells by a decrease in 
RAD51-associated DNA damage repair. All these 
experiments were repeated in RCC4 + pVHL 






possible modulation of DNA damage induction or 
repair upon TMEM45A invalidation (data not 
shown).  
Effect of TMEM45A invalidation on UPR 
activation in SQD9 cells 
The transcriptome analysis also revealed a 
potential deregulation of the Unfolded Protein 
Response (UPR) (supplementary figure 7, figure 
3D). Based on the knowledge that TMEM45A is 
localized to the trans-Golgi apparatus, that 
cisplatin can induce cell death through an 
activation of the UPR pathway and that the 
protein modification pathway appears to be 
altered in TMEM45A-invalidated cells 
(supplementary figure 8A), we decided to further 
investigate this pathway.  
The role of UPR activation in regulating cisplatin 
induced-cell death is controversial. Indeed, a 
moderate UPR activation possesses an anti-
apoptotic role that enhances cancer cell survival 
and impacts drug resistance (34, 35). However, 
severe UPR activation leads to apoptosis via the 
IRE1 (inositol-requiring enzyme-1) and PERK 
(PRKR-Like Endoplasmic Reticulum Kinase) 
pathway activation (36). To study the effect of 
TMEM45A invalidation on UPR activation, both 
cell lines were incubated with 20 M of cisplatin 
for 48h, these conditions were chosen as, at earlier 
time points, no UPR activation could be detected 
(data not shown).  
We first validated RNA sequencing results using 
RT-qPCR. For SQD9 cells, we confirmed the 
increase in the expression of MANF 
(Mesencephalic Astrocyte Derived Neurotrophic 
Factor), PDIA6 (Protein Disulfide Isomerase-
Associated 6) and HSP90B1 (Heat Shock Protein 
90 kDa Beta Member 1). ATF6B (Activating 
Transcription Factor 6 Beta) and Calr 
(Calreticulin) also showed the same tendency, but 
the statistical significance was not reached 
(figures 6A).  
Then, we analyzed the activation of the UPR 
pathway by cisplatin and more particularly IRE1 
activation. It has to be noted that we did not 
succeed in detecting a band corresponding to the 
phosphorylated protein in SQD9 cells (data not 
shown). So, IRE1 activation was analyzed 
through its unconventional RNA splicing activity 
of XBP1 (X-box binding protein 1) allowing it to 
become translated into a functional transcription 
factor (37). An increase in XBP1 splicing in the 
presence of cisplatin was observed, confirming 
the activation of the UPR pathway. More 
importantly, we observed a significant increase in 
XBP1 splicing in SQD9 cells invalidated for 
TMEM45A (figure 6B). These results suggest 
that TMEM45A invalidation led to a deregulation 
of ER homeostasis and to an activation of the UPR 
pathway. When the invalidated cells are incubated 
in the presence of cisplatin, this basal activation 
of the UPR pathway become more severe leading 
to cell death by apoptosis.  
Effect of TMEM45A invalidation on UPR 
activation in RCC4 cells 
In order to investigate if TMEM45A induced a 
basal activation of UPR signaling pathway in 
RCC4 + pVHL cells, we studied the mRNA 
expression level of MANF, PDIA6, HSP90B1, 
ATF6B and Calr using RT-qPCR. Contrary to 
SQD9 cells, no change of the expression of these 
genes was observed in RCC4 + pVHL cells 
(figures 6C). 
Then, we analyzed the activation of the UPR 
pathway through the RNA splicing of XBP1. We 
observed XBP1 splicing in the presence of 
cisplatin, confirming the activation of the UPR 
pathway by the chemotherapeutic agent but this 
splicing was decreased in RCC4 + pVHL cells 
silenced for TMEM45A (figure 6D). These 
results suggest that TMEM45A invalidation did 
not induce basal activation of UPR pathway and 
that the silencing of this protein in RCC4 + pVHL 
cells decreased the cisplatin-induced UPR 
activation leading to chemoresistance. This study 
underlined the complex differential responses 
upon TMEM45A invalidation according to the 
cancer cell type. 
 
Discussion  
In this study, we demonstrated that TMEM45A 
invalidation impacted several functions in SQD9 
and RCC4 + pVHL cells. Very little is known 
about this protein and our data may help to 
identify physiological functions as well as its 






data validated TMEM45A localization in trans 
Golgi apparatus. Furthermore, RNA sequencing 
analysis evidenced several deregulated pathways 
associated with Golgi apparatus and endoplasmic 
reticulum. In parallel, in SDQ9 cells invalidated 
for TMEM45A, we observed the presence of 
some large vesicles probably resulting from the 
stress induced by the absence of TMEM45A in 
this cell type. 
Among the deregulated pathways, our data 
indicated a deregulation of fatty acid biosynthesis 
(supplementary figure 7 and 8B) when 
TMEM45A was invalidated. PTGS2 
(Prostaglandin-Endoperoxide Synthase 2), 
PTGS1 (Prostaglandin-Endoperoxide Synthase 1) 
and ALOX5 (Arachidonate 5-Lipoxygenase) 
gene products are localized in the endoplasmic 
reticulum. Metabolic adaptation of cancer cells is 
a complex process mainly characterized by a 
switch of mitochondrial oxidative 
phosphorylation to aerobic glycolysis (38, 39). 
However, some studies highlight the role of fatty 
acid metabolism in tumor growth (40-42). This 
result means that the absence of TMEM45A in 
SQD9 cells may cause metabolic changes 
impacting cell proliferation. The absence of 
TMEM45A also led to a significant decrease in 
cell proliferation. This decrease may be explained 
by the deregulation of the expression of a list of 
genes implicated in G2/M transition pathway such 
as FANCA (Fanconi Anemia Complementation 
Group A) and ARPP19 (CAMP Regulated 
Phosphoprotein 19). FANCA is a DNA repair 
protein which plays a role in the cell cycle 
checkpoint and in the maintenance of 
chromosome stability (43). ARPP19 inactivates 
PP2A (Protein Phosphatase 2) in order to keep 
cyclin B1-CDK1 activity high during M phase 
(44, 45). The downregulation of these two genes 
may explain the delay observed in the invalidated 
cell proliferation. 
RNA sequencing analysis suggested that 
TMEM45A silencing impacts SQD9 cell 
responses to the therapeutic agent though the 
deregulation of DNA damage responses and 
intrinsic or extrinsic apoptotic signaling 
pathways. Cisplatin is one of the most genotoxic 
agents. DNA damage induce the accumulation of 
p53 leading to the transcription of genes involved 
in cell cycle checkpoints and in the intrinsic and 
extrinsic death pathways (46). However, in SQD9 
cells p53 is mutated. So, we investigated the DNA 
damage induction and repair through the H2AX 
expression level and the recruitment of RAD51 to 
DNA double strand break. In SQD9 cells, we 
observed a decreased in EYA3 expression that 
may lead to a lack of dephosphorylation of H2AX 
and a decrease in RAD51 recruitment to DNA 
damage. These data may explain the increased 
chemosensitivity observed in SQD9 cells. RAD51 
is involved in DNA damage repair by 
homologous recombination but two other 
mechanisms exist to repair double-strand breaks, 
non-homologous end joining and 
microhomology-mediated and joining.  Thus, it 
will be interesting to study actors of these 
mechanisms in our experimental models. Indeed, 
in RCC4 + pVHL cells, the lack of DNA damage 
repair by homologous recombination might be 
compensated by another mechanism.  
In addition, our results showed an alteration of the 
protein modification pathway and the UPR 
activation pathway indicating that TMEM45A 
may be involved in post-translation protein 
modification and cellular trafficking. Indeed, the 
deregulation of ICMT (Isoprenylcysteine 
Carboxyl Methyltransferase) and GALNT2 
(Polypeptide N-Acetylgalactosaminyltransferase 
2) genes which are implicated in post-
translational methylation and O-linked 
glycosylation and of INSIG1 (Insulin Induced 
Gene 1) which mediates protein feedback 
between endoplasmic reticulum and Golgi 
apparatus supports this hypothesis. All these 
deregulations possibly lead to an accumulation of 
unfolded proteins, hence to basal activation of 
UPR pathway in the TMEM45A invalidated cells. 
However, under cisplatin exposure, the basal 
activation induced by TMEM45A invalidation 
could modify the cell response to the anticancer 
agent. Indeed, in the presence of cisplatin SQD9 
cells showed a severe activation of UPR pathway 
that may lead to cell death whereas RCC4 + 
pVHL cells showed a moderate activation of UPR 
pathway that may confer resistance to cisplatin-









This study highlines for the first time the dual role 
of TMEM45A in drug sensitivity depending of 
the cancer type. Indeed, TMEM45A invalidation 
modulated cisplatin-activation of UPR pathway 
leading to the resistance of RCC4 + pVHL cells, 
whereas it increased SQD9 cells sensitivity to 
cisplatin through the deregulation of cell 
responses to cisplatin-induced DNA damage. All 
together our data emphasize the involvement of 
TMEM45A in tumor aggressiveness and suggest 
that TMEM45A might be a putative target to 
develop new chemosensitizing agents at least in 
some cancer types.  
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Figure 1: Effect of TMEM45A invalidation on cell morphology and proliferation in SQD9 and 
RCC4 cells  
SQD9 and RCC4 cells were transduced with lentiviral particles expressing shRNA control (shCTL), 
shRNA targeting the mRNA of TMEM45A (shRNA 22) or without shRNA (UT). SQD9 cells 
morphology was studied by optical microscopy (magnification x200) (A) and transmission electron 
microscopy (B). RCC4 cells morphology was studied by optical microscopy (magnification x200) (C). 
After the infection, the cells were incubated in normoxic conditions for 24h and 48h for SQD9 cells (D) 
and for 24h, 48h and 72h for RCC4 cells (E), then the proliferation was assessed by MTT assay. The 
signal intensity at the seeding (time 0), was used to normalize the number of viable cells at different 
times. Results are expressed as mean ± SD (n=3). ** p<0.01 
 
 
Figure 2: Effect of TMEM45A invalidation on the chemosensitivity to cisplatin in SQD9 and 
RCC4 cells  
SQD9 cells were transfected with siRNA control (siRF= risc free) and siRNA targeting the mRNA of 
TMEM45A (siTMEM45A). SQD9 cells were incubated with or without 100 M of cisplatin in 
normoxic (N) and hypoxic (H) conditions for 24h. (A) The apoptosis was studied by Western blot 
analyses of PARP and caspase 3 cleavage. Actin was used as the loading control. Results are expressed 
as mean ± SD (n=3). (B and C) SQD9 cells were transduced with lentiviral particles expressing shRNA 
control (shCTL) or shRNA targeting the mRNA of TMEM45A (shRNA 22). SQD9 cells were incubated 
with or without 100 M of cisplatin in normoxic (N) and hypoxic (H) conditions for 24h. (B) After 
transduction and incubation, the cleavage of PARP and caspase 3 was assessed by western blot. Actin 
was used as the loading control. Results are expressed as mean ± SD (n=3). (C) After the incubation, 
caspase 3 and 7 activity was assessed by measuring free AFC released from the cleavage of caspase 3 
and 7 specific substrate Ac-DEVD-AFC. Results are expressed as mean ± SD (n=5). (D and E) RCC4 
cells were transduced with lentiviral particles expressing shRNA control (shCTL) or shRNA targeting 
the mRNA of TMEM45A (shRNA 22). RCC4 cells were incubated with or without 20 M of cisplatin 
in normoxic (N) or hypoxic (H) conditions for 48h. (D) After transduction and incubation, the cleavage 
of PARP and caspase 3 was assessed by western blot. Actin was used as the loading control. Results are 
expressed as mean ± SD (n=3). (E) The cytotoxicity of cisplatin was assessed by LDH release. Results 









Figure 3: Effect of TMEM45A invalidation on genes expression and signaling-associated 
pathways 
SQD9 cells were transduced with lentiviral particles expressing shRNA control (shCTL) or shRNA 
targeting the mRNA of TMEM45A (shRNA 22). The cells were incubated with or without 100 M of 
cisplatin in normoxic (N) conditions for 24h and genes expression level was assessed by RNA 
sequencing. (A) Ten first genes differentially expressed in the invalidated cells in the absence or in the 
presence of cisplatin. (B to D) The transcriptome analysis was performed using Babelomics and GSEA 
after RNA sequencing. Heatmap of differentially expressed genes produced by using Heatmapper 
(http://www.heatmapper.ca) (26) showed a potential deregulation of (B) DNA damage and apoptosis, 
(C) G2/M transition and (D) UPR (Unfolded Protein Response) activation. Genes have been reordered 
by the method of average clustering. A dendrogram is shown for the clustering of genes. Genes with 









Figure 4: Effect of TMEM45A invalidation on DNA damage induction and repair 
SQD9 cells were transduced with lentiviral particles expressing shRNA control (shCTL) or shRNA 
targeting the mRNA of TMEM45A (shRNA 22). (A) SQD9 cells were incubated with or without 100 
M of cisplatin in normoxic conditions for 15 min, 30 min, 1h, 2h and 4h. After the incubation, proteins 
were extracted and PARP cleavage and H2AX protein level were assessed by western blot. Actin was 
used as the loading control. Results are expressed as mean ± SD (n=3). (B) SQD9 cells were incubated 
with or without 100 M of cisplatin in normoxic conditions for 4h then fresh medium without cisplatin 
was added to the cells for 4h or 20h. After the incubation, proteins were extracted and PARP cleavage 
and H2AX protein level were assessed by western blot. Actin was used as the loading control. Results 
are expressed as mean ± SD (n=3). (C and D) SQD9 cells were incubated with or without 100 M of 
cisplatin in normoxic conditions for 24h. (C) ATM/ATR substrate phosphorylation profile was assessed 
by western blot. Actin was used as loading control (n=3). (D) EYA3 protein expression level was studied 
by western blot. Actin was used as loading control. Results are expressed as mean ± SD (n=3). ** p<0.01 











Figure 5: Effect of TMEM45A invalidation on the recruitment of RAD51 to DNA damage 
SQD9 cells were transduced with lentiviral particles expressing shRNA control (shCTL) or shRNA 
targeting the mRNA of TMEM45A (shRNA 22). SQD9 cells were incubated with or without 100 M 
of cisplatin in normoxic conditions for 4h then fresh medium without cisplatin was added to the cells 
for 4h. After the incubation, the recruitment of RAD51 was studied by confocal microscopy using anti-
RAD51 antibody and Alexa 488 anti-rabbit antibody and the expression of H2AX was studied using 
anti-H2AX antibody and Alexa 488 anti-rabbit antibody. The nucleus was detected with Hoechst. Scale 
bars: 50 μm. The RAD51 signal intensity was quantified by Image J on more than 100 cells. Results are 












Figure 6: Effect of TMEM45A invalidation on UPR pathway activation 
SQD9 cells were transduced with lentiviral particles expressing shRNA control (shCTL) or shRNA 
targeting the mRNA of TMEM45A (shRNA 22). The cells were incubated with or without 100 M of 
cisplatin in normoxic conditions for 24h. (A) After mRNA extraction the expression level of several 
target genes of UPR pathway was assessed by RT-qPCR. (B) SQD9 cells were incubated with or without 
20 M of cisplatin in normoxic conditions for 48h. Splicing of XBP1 was assessed by PCR and 
migration on agarose gel. The signal intensity was measured by Image J. Results are expressed as mean 
± SD (n=3). (C) RCC4 cells were incubated with or without 20 M of cisplatin in normoxic conditions 
for 48h. After mRNA extraction the expression level of several target genes of UPR pathway was 
assessed by RT-qPCR. (D) Splicing of XBP1 was assessed by PCR and migration on agarose gel. The 
signal intensity was measured by Image J. Results are expressed as mean ± SD (n=3). * p<0.05 ** 




Supplementary figure 1: TMEM45A, CAIX and EYA3 expression in head and neck and renal 
cancers 
The expression level of TMEM45A was determined by RT-qPCR in 18 pairs of head and neck cancer 
biopsies and adjacent normal tissue (A) and in 25 pairs of renal cancer and adjacent normal tissue (B). 
The expression level of CAIX was determined by RT-qPCR in 8 pairs of head and neck cancer biopsies 
and adjacent normal tissue (C) and in 10 pairs of renal cancer biopsies and adjacent normal tissue (D). 
The expression level of EYA3 was determined by RT-qPCR in 9 pairs of head and neck cancer biopsies 








Supplementary figure 2: Knockdown of TMEM45A expression using siRNA or shRNA 
SQD9 cells were transfected with siRNA control (siRF= risc free) or siRNA targeting the mRNA of 
TMEM45A (siTMEM45A). After the transfection, SQD9 cells were incubated in normoxic (N) or 
hypoxic (H) conditions for 24h and TMEM45A mRNA expression was determined by RT-qPCR (n=2) 
(A). SQD9 and RCC4 cells were transduced with lentiviral particles expressing shRNA control (shCTL) 
or shRNA targeting the mRNA of TMEM45A (shRNA 22). After the transduction, cells were incubated 
in normoxic (N) or hypoxic (H) conditions for 24h for SQD9 cells and 48h for RCC4 cells. The mRNA 
expression was determined by RT-qPCR in SQD9 cells (B) and RCC4 cells (C). Results are expressed 
as mean ± SD (n=3). * p<0.05 ** p<0.01 **** p<0.0001. The protein expression in SQD9 cells (D, n=1) 
and in RCC4 cells (E, n=3) was studied by confocal microscopy using anti-TMEM45A monoclonal 
antibody and Alexa 488 anti-rabbit antibody. Golgi was labeled with anti- Golgin-97 or GM130 and 












Supplementary figure 3: Effect of TMEM45A invalidation on cell cycle progression 
SQD9 and RCC4 cells were transduced with lentiviral particles expressing shRNA control (shCTL) or 
shRNA targeting the mRNA of TMEM45A (shRNA 22). After the transduction, the cells were incubated 
36h in normoxic conditions and the proliferation of SQD9 cells (A) and RCC4 cells (B) was analyzed 









Supplementary figure 4: Sensitivity to cisplatin in SQD9 and RCC4 cell lines 
SQD9 and RCC4 cells were incubated with or without different concentrations of cisplatin for 24h (A, 
C) or 48h (B, D) in normoxic conditions. After the incubation, the number of viable cells was determined 
using MTT assay. Results are expressed as mean ± SD (n=3). One-way ANOVA was used to analyze 










Supplementary figure 5: Effect of TMEM45A invalidation on SQD9 cells after incubation with 
cisplatin for 48h 
SQD9 cells were transduced with lentiviral particles expressing shRNA control (shCTL) or shRNA 
targeting the mRNA of TMEM45A (shRNA 22). (A) SQD9 cells were incubated with or without 20 M 
of cisplatin in normoxic (N) and hypoxic (H) conditions for 48h. After transduction and incubation, the 
cleavage of PARP and caspase 3 was assessed by western blot. Actin was used as the loading control 
(n=1). (B) SQD9 cells were incubated with or without 20 M of cisplatin in normoxic conditions for 
48h. After mRNA extraction, the expression level of several target genes of UPR pathway was assessed 





Supplementary figure 6: Effect of TMEM45A invalidation by shRNA 92 in SQD9 cells 
SQD9 cells were transduced with lentiviral particles expressing shRNA control (shCTL) or shRNA 
targeting the mRNA of TMEM45A (shRNA 92). (A) TMEM45A mRNA expression was determined 
by RT-qPCR. (B) After the induction, morphology was studied by microscopy (magnification x200). 
(C) The proliferation was assessed by MTT assay. The signal intensity at the seeding (time 0) was used 
to normalize the number of viable cells at different times. Results are expressed as mean ± SD (n=2). 
SQD9 cells were incubated with or without 100 M of cisplatin in normoxic (N) and hypoxic (H) 
conditions for 48h. (D) After transduction and incubation, the cleavage of PARP and caspase 3 was 
assessed by western blot. Actin was used as the loading control (n=1). (E) After 40h of incubation, the 
cytotoxicity of cisplatin was assessed by LDH release. Results are expressed as mean ± SD (n=3). (F) 
SQD9 cells were incubated with or without 100 M of cisplatin in normoxic conditions for 4h then fresh 
medium without cisplatin was added to the cells for 4h or 20h. After the incubation, proteins were 
extracted and PARP cleavage and H2AX protein level were assessed by western blot. Actin was used 
as the loading control. Results are expressed as mean ± SD (n=2). (G) Western blot of EYA3. Actin was 
used as loading control. Results are expressed as mean ± SD (n=3). (H) After mRNA extraction the 
expression level of several target genes of UPR pathway was assessed by RT-qPCR. Results are 












Table 2: Principal deregulated pathways in SQD9 cells silenced for TMEM45A in the absence or 
the presence of cisplatin 
SQD9 cells were transduced with lentiviral particles expressing shRNA control (shCTL) or shRNA 
targeting the mRNA of TMEM45A (shRNA 22). After the transduction, cells were incubated with or 
without 100 M of cisplatin in normoxic conditions for 24h and the mRNA expression was assessed by 
RNA sequencing (n=4). Potential deregulated pathways were identified using bioinformatic analysis: 
Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) and Babelomics analysis. For GSEA analysis, the list of all 
deregulated genes was analyzed for significant enrichment of GO terms against the human RefSeq 
protein database (November 2009 release).   
 
  
Unexposed cells Cells exposed to cisplatin
B cell proliferation anchored component of membrane
biomineral tissue development antigen processing 
DNA dependent DNA replication maintenance of fidelity axonal fasciculation
DNA helicase activity cell aggregation
DNA packaging complex chemokine activity
DNA recombination chromatin silencing
DNA replication initiation DNA double strand breack processing
DNA strand elongation involved in DNA replication DNA packaging complex
gluthathione metabolic process ER nucleus signaling pathway
humoral immune response exopeptidase activity
interferon gamma mediated signaling pathway humoral immune response
keratinization immunoglobulin complex
ligand cated channel activity innate immune response in mucosa
lytic vacuole membrane ion gated channel activity
MHC protein complex microtubule end
mitotic recombination myelin assembly
negative regulation of cardiac muscle tissue development negative regulation of cardiac muscle tissue development
nuclear nucleosome nuclear nucleosome
nuclear pore odorant binding
odorant binding olfactory receptor activity
positive regulation of interleukin 10 production organ or tissue specific immune response
preribosome polyol transport
protein N-linked glycosylation preribosome 
recombinational repair protein trimerization
replication fork response to type I interferon
response to type I interferon rRNA transcription
rRNA metabolic process SMN SM protein complex
solute cation symporter activity tRNA metabolic process, modification and processing
strand displacement cell cycle G2/M transition
telomere maintenance via recombination intrinsic apoptotic signaling pathway in response to DNA damage
transcription factor activity direct ligand regulated sequence specific DNA binding DNA damage response detection of DNA damage
regulation of G protein coupled receptor protein signaling pathway nucleotide excision repair DNA damage recognition
endoplasmic reticulum to cytosol transport protein localization to endoplasmic reticulum
regulation of cell cycle checkpoint IRE1 mediated unfolded protein response
fatty acid catabolic process fatty acid catabolic process
mitochondrial respiratory chain complex I biogenesis phosphatidylserine acyl chain remodeling
regulation of vesicle fusion platelet derived growth factor receptor signaling pathway
intrinsic apoptosic signaling pathway in response to DNA damage regulation of transcription factor import into nucleus
IRE1 mediated unfolded protein response mitotic cytokinesis
regulation of translation in response to stress smad protein signal transduction
Unexposed cells Cells exposed to cisplatin
actomyosin structure organization vesicles-mediated transport
protein import into nucleus metabolic process
regulation of blood vessel protein localization
unfolded protein response cellular component organization
response to stress (hypoxia, abiotic, light, toxic substance) organic substance metabolic process
intrinsic/extrinsic apoptotic signaling pathway primary metabolic process
regulation of G-protein coupled receptor signalilng pathway movement of cell
toll-like receptor signaling pathway cell migration
fatty acid biosynthesis platelet activation
regulation of GTPase activity regulation of cellular component biogenesis
regulation of endocytosis cellular response to organic substance
DNA damage response cellular response to transforming growth factor beta stimulus
cell cycle G2/M phase transition actin filament bundle organization
integrin signaling pathway unfolded protein response












Supplementary figure 8: Effect of TMEM45A invalidation on protein modification and fatty 
acid biosynthesis pathways in SQD9 cells 
SQD9 cells were transduced with lentiviral particles expressing shRNA control (shCTL) or shRNA 
targeting the mRNA of TMEM45A (shRNA 22). The cells were incubated with or without 100 M of 
cisplatin in normoxic conditions for 24h. The transcriptome analysis was performed using Babelomics 
and GSEA after RNA sequencing. Heatmap of differentially expressed genes produced using 
Heatmapper (http://www.heatmapper.ca) (26) showed a potential deregulation of (A) protein 
modification and (B) fatty acid biosynthesis. Genes have been reordered by the method of average 
clustering. A dendrogram is shown for the clustering of genes. Genes with relatively high expression 
are marked in red, genes with relatively low expression are marked in blue. 
 
 
Supplementary material and method 
 
BrdU labelling by flow cytometry 
After transduction, QD9 cells were seeded in T25 at 600 000 cells/flask. After 36h of incubation in normoxic 
condition the BrdU was added to culture medium at 10 M during 45 minutes. Then, BrdU labelling was 








Figure R18 : Impact de l’invalidation de TMEM45A sur la chimiosensibilité des cellules SDQ9 
(A et B) Les cellules SQD9 ont été transfectées avec des siARN contrôles (siARN Risc Free = siRF) ou des 
siARN ciblant l’ARNm de TMEM45A (siTMEM45A). (A) Après transfection, les cellules SQD9 ont été 
incubées en absence ou en présence de différentes concentrations de cisplatine durant 24h en condition de 
normoxie et la viabilité cellulaire a été analysée par test MTT. Le pourcentage de viabilité a été calculé en 
normalisant par le signal obtenu pour les cellules incubées sans cisplatine. Les résultats représentent la 
moyenne ± SD (n=3). (B) les cellules SQD9 ont été incubées en absence ou en présence de 100 M de 
cisplatine durant 24h en condition de normoxie et d’hypoxie et la cytotoxicité du cisplatine a été mesurée par 
test LDH. Les résultats représentent la moyenne ± SD (n=3). (C) Les cellules SQD9 ont été transduites avec 
des particules lentivirales exprimant un shARN contrôle (shCTL) ou un shARN ciblant l’ARNm de 
TMEM45A (shRNA 22) ou non transduites (UT= untransduced). Après transduction, les cellules ont été 
incubées en absence ou en présence de 100 M de cisplatine durant 24h et le clivage de PARP et caspase 3 
a été analysé par western blot (n=1). Nor ou N : normoxie ; Nor+Cis ou NC : normoxie plus cisplatine ; 
Hyp ou H : hypoxie ; Hyp+Cis ou HC : hypoxie plus cisplatine. L’analyse statistique a été réalisée à l’aide 




Figure R19 : Impact de l’invalidation de TMEM45A sur l’activité métabolique des cellules SQD9 
Les cellules SQD9 ont été transduites avec des particules lentivirales exprimant un shARN contrôle 
(shCTL) ou un shARN ciblant l’ARNm de TMEM45A (shRNA 22). Après transduction les cellules 
SQD9 ont été incubées 24h en condition de normoxie et la viabilité cellulaire a été analysée par test 
MTT. Avant la lyse des cellules, des images ont été prises au microscope optique afin de visualiser les 




3. Résultats complémentaires 
Comme présenté dans l’article, l’impact de l’invalidation de TMEM45A par shARN et siARN 
a été étudié dans les lignées SQD9 et RCC4 plus pVHL. Des expériences supplémentaires non 
présentées dans l’article aux vues du nombre restreint de figures autorisées ont été réalisées. 
Ces expériences permettent de compléter l’étude du phénotype des cellules invalidées pour 
TMEM45A.  
 
3.1 Impact de l’invalidation de TMEM45A par siARN dans les cellules SQD9 
Après invalidation de TMEM45A par siARN, les cellules SQD9 ont été exposées à différentes 
concentrations de cisplatine puis la viabilité cellulaire a été mesurée par test MTT. La viabilité 
cellulaire des cellules SQD9 exposées au cisplatine diminue de façon croissante en fonction de 
la concentration en cisplatine. De plus, la viabilité cellulaire diminue plus fortement dans les 
cellules invalidées pour TMEM45A en comparaison aux cellules contrôles. Cette différence de 
sensibilité au cisplatine entre les cellules invalidées et les cellules contrôles est la plus marquée 
dans le cas des cellules exposées à 50 et 100 M de cisplatine (figure R18A). A la vue des 
résultats de la figure R4B, nous avons décidé d’exposer les cellules SQD9 à 100 M de 
cisplatine pendant 24h et non 150 M pour la suite des expériences. Ainsi dans ces conditions, 
la cytotoxicité du cisplatine a été mesurée par test LDH. La cytotoxicité du cisplatine augmente 
dans les cellules invalidées pour TMEM45A en comparaison aux cellules contrôles (figure 
R18B).  
Comme nous avions observé un effet de la transfection et de la transduction sur les cellules 
Cal27, nous avons vérifié si la transduction n’altérait pas la sensibilité des cellules SQD9 au 
cisplatine. Les résultats de la figure R18C indiquent que la sensibilité des cellules transduites 
contrôles est similaire aux cellules non transduites et donc que la transduction n’a pas d’effet 
sur la sensibilité des cellules SQD9 au cisplatine.  
 
3.2 Impact de l’invalidation de TMEM45A sur l’activité mitochondriale des cellules SQD9 
Outre les modifications morphologiques observées suite à l’invalidation de TMEM45A dans 
les cellules SQD9, une altération de l’activité métabolique des cellules invalidées pour 
TMEM45A a été observée. En effet, lors de la réalisation de test MTT, des problèmes ont été 
rencontrés. Le test de viabilité MTT est basé sur l’activité métabolique des cellules. En effet, la 
réduction du sel de tétrazolium en dérivé formazan est proportionnelle à l’activité métabolique 
des cellules. Dans le cas des expériences réalisées avec les cellules SQD9 transduites par des 
shARN, une incohérence a été observée entre la taille du tapis cellulaire observé au microscope  
  
 
Figure R20 : Impact de l’invalidation de TMEM45A sur l’activité mitochondriale des cellules 
SQD9 
Les cellules SQD9 ont été transduites avec des particules lentivirales exprimant un shARN contrôle 
(shCTL) ou un shARN ciblant l’ARNm de TMEM45A (shRNA 22 ou shRNA 92). (A) Après 
transduction les cellules SQD9 ont été incubées 24h en condition de normoxie puis le réseau 
mitochondrial a été marqué à l’aide d’un MitoTracker vert fluorescent. Les images ont été prises avec 
un microscope confocal (n=1). (B) Les cellules SQD9 ont été incubées 24h en normoxie et le potentiel 
de membrane mitochondriale a été étudiée par cyrtométrie en flux (n=1). Les cellules SQD9 ont été 
incubées en absence ou en présence de 100 M de cisplatine durant 24h en conditions de normoxie et 
d’hypoxie puis la production de lactate (C) et la consommation de glucose (D) ont été mesurées (n=1). 






Figure R21 : Présence de vésicules dans les cellules SQD9 invalidées pour TMEM45A 
Les cellules SQD9 ont été transduites avec des particules lentivirales exprimant un shARN contrôle 
(shCTL) ou un shARN ciblant l’ARNm de TMEM45A (shRNA 22). Après transduction, la morphologie 
des cellules SQD9 et en particulier la présence de vésicule a été étudiée (A) par microscopie électronique 
et (B) par microscopie optique à contraste de phase.  
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optique et la densité optique mesurée après solubilisation du dérivé formazan. En effet, comme 
présenté dans la figure R19, la densité du tapis cellulaire des cellules invalidées pour 
TMEM45A est nettement inférieure à celle des cellules contrôles. Cependant, après lyse et 
solubilisation du dérivé formazan, la densité optique mesurée était similaire entre les deux 
conditions, biaisant ainsi les résultats quant au nombre de cellules vivantes estimées. Des 
observations au microscope optique avant solubilisation du dérivé formazan a permis de voir 
une plus grande quantité de composés violets au sein des cellules invalidées pour TMEM45A 
en comparaison aux cellules contrôles. Ces résultats signifient que l’activité métabolique des 
cellules invalidées est modifiée par rapport aux cellules contrôles. Ceci explique la discordance 
entre l’absorbance et le nombre réel de cellules. La réaction enzymatique sur laquelle est basée 
le test MTT repose principalement sur la succinate déshydrogénase, ou complexe II de la chaine 
respiratoire mitochondriale. Nous avons donc par la suite étudié une possible altération du 
réseau mitochondrial. Pour cela, deux expériences ont été réalisées, un marquage fluorescence 
du réseau mitochondrial à l’aide de MitoTracker vert et une expérience de cyrtométrie en flux 
après incorporation de TMRE (Tetramethylrhodamine ethyl ester). Ces deux expériences 
mesurent le potentiel de membrane des mitochondries. Dans le cas des expériences de 
MitoTracker, une légère désorganisation du réseau mitochondrial, et plus particulièrement une 
perte de l’organisation filamenteuse, a été observée dans les cellules invalidées pour 
TMEM45A en comparaison aux cellules contrôles (figure R20A). Cependant aucune 
modification de l’intensité du marquage n’a été observée. De plus les expériences de cytométrie 
en flux ne montrent aucune altération du potentiel de membrane dans le cas des cellules 
invalidées pour TMEM45A (figure R20B). Ces résultats suggèrent que l’invalidation de 
TMEM45A n’a pas d’effet sur le potentiel de membrane mitochondrial.  
Pour finir, nous avons étudié l’activité glycolytique des cellules SQD9 invalidées pour 
TMEM45A. Pour cela, les cellules SQD9 contrôles et invalidées pour TMEM45A ont été 
incubées en présence de 100 M de cisplatine durant 24h en condition de normoxie et 
d’hypoxie. Puis la consommation de glucose et la production de lactate ont été mesurées et 
normalisées par la quantité de protéine totale. Les cellules invalidées pour TMEM45A semblent 
avoir une activité glycolytique plus importante que les cellules contrôles en présence de 
cisplatine (figures R20C et R20D).  
Des analyses en microscopie électronique ont permis d’observer plus précisément les 
différences morphologiques observées entre les cellules invalidées pour TMEM45A et les 
cellules contrôles, notamment la présence de larges vésicules (figure R21A). Nous avons testé 
si les vésicules observées pouvaient être des gouttelettes lipidiques. Pour cela nous avons 
effectué une coloration Oil Red O permettant de visualiser les gouttelettes lipidiques. 
Malheureusement, aucune coloration n’a pu être observée signifiant que ces vésicules ne sont 
pas de nature lipidique (figure R21B). La présence de ces vésicules pourrait également être 
expliquée par une induction de l’autophagie au sein des cellules invalidées pour TMEM45A.   
  
 
Figure R22 : Impact de l’invalidation de TMEM45A sur l’autophagie dans les cellules SQD9 
Les cellules SQD9 ont été transduites avec des particules lentivirales exprimant un shARN contrôle 
(shCTL) ou un shARN ciblant l’ARNm de TMEM45A (shRNA 22). Après transduction, les cellules 
SQD9 ont été incubées en absence ou en présence de 100 M de cisplatine durant 24h en conditions de 
normoxie et d’hypoxie. (A et B) L’abondance de la protéine LC3 a été étudiée par western blot. L’actine 
a été utilisée comme contrôle de charge. Les figures A et B représentent deux réplicats biologiques 
indépendants. (C et D) L’abondance de la protéine P62 a été étudiée par western blot. L’actine a été 
utilisée comme contrôle de charge. Les figures A et B représentent deux réplicats biologiques 
indépendants. N : normoxie ; NC : normoxie plus cisplatine ; H : hypoxie ; HC : hypoxie plus cisplatine.  
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L’autophagie se caractérise par la séquestration d'une partie du cytoplasme et des organites 
cellulaires dans des vacuoles à double membrane ou multi-membranes 
appelées autophagosomes ou vacuoles autophagiques. L’autophagie peut être induite lors d’un 
stress cellulaire tel que la carence en nutriment ou l’hypoxie. Afin de tester cette hypothèse, 
nous avons étudié l’abondance protéique de deux marqueurs de l’autophagie, LC3 et p62. 
Lorsque l’autophagie est induite, LC3 présent sous forme cytosolique, se lie au phagosome et 
intervient dans la formation et l’élongation des autophagosomes, on parle alors de forme 
conjuguée LC3, LC3 II (LC3-phosphatidylethanolamine conjugate). Ainsi, deux bandes sont 
attendues en western blot, une pour la forme cytosolique et une pour la forme conjuguée de 
LC3. Or, une seul une bande a été détectée. L’augmentation de l’abondance de LC3, signe 
d’induction de l’autophagie, n’a été observée en condition d’hypoxie que dans le premier 
réplicat, et ce en présence ou en absence de TMEM45A (figure R22A). De plus, nous pouvons 
remarquer que l’abondance de LC3 semble diminuée dans les cellules exposées au cisplatine 
(figures R22A et R22B). Ces résultats suggèrent que la mort cellulaire induite par le cisplatine 
ne fait pas intervenir le processus d’autophagie. Cependant, le niveau d’expression de LC3 ne 
reflète pas forcément de changement du flux autophagique. Il serait donc intéressant de réaliser 
des expériences de marquage en immunofluorescence de LC3 afin de visualiser son recrutement 
aux membranes des autophagosomes. Le second marqueur étudié est p62 appelé aussi 
sequestosome (SQSTM1). La protéine p62 permet la prise en charge spécifique de protéines 
ubiquitinylées par les autophagosomes en se liant à la fois à l’ubiquitine et à la protéine LC3. 
Lors du processus d’autophagie, p62 se retrouve dégradé. Dans le cas du premier réplicat (figure 
R22C), le niveau d’abondance de p62 diminue en hypoxie signe d’une induction de 
l’autophagie en hypoxie.  Cependant, les résultats obtenus ont montré une grande variabilité 
entre les reliquats biologiques effectués et ne nous permettent pas de conclure quant à une 
éventuelle modification du niveau d’expression de p62 dans les cellules invalidées pour 
TMEM45 (figures R22C et R22D). A ce stade de l’étude, la nature de ces vésicules reste un 
mystère. 
 
3.3 Impact de l’invalidation de TMEM45A sur l’expression des protéines pro-apoptotiques 
dans les cellules SQD9 
Comme présenté dans le chapitre 7 de l’introduction, de nombreuses voies de signalisation sont 
capables de moduler la réponse des cellules cancéreuses face aux agents chimiothérapeutiques. 
Il y a par exemple, les voies de réparation des dommages à l’ADN ou l’activation de la voie 
UPR, voies explorées dans l’article présenté ci-avant. Une modulation du niveau d’expression 
de gènes codants pour des protéines impliquées dans la mort cellulaire peut également expliquer 
une différence de sensibilité à un agent chimiothérapeutique. Cette possibilité a été explorée 
par l’étude du niveau d’expression de gènes codant pour des protéines anti-apoptotiques telles 
que Bcl-2 et p21 mais également pro-apoptotiques telles que Bax, Bad et Bak. De plus, la voie  
  
Figure R23 : Impact de l’invalidation de TMEM45A sur l’expression de protéines pro et anti 
apoptotiques suite à une exposition au cisplatine de 24h dans les cellules SQD9 
Les cellules SQD9 ont été transduites avec des particules lentivirales exprimant un shARN contrôle 
(shCTL) ou un shARN ciblant l’ARNm de TMEM45A (shRNA 22). Après transduction, les cellules 
SQD9 ont été incubées en absence ou en présence de 100 M de cisplatine durant 24h en condition de 
normoxie. Après incubation, les ARN totaux ont été extraits et le niveau d’expression des ARNm des 
gènes Bax, Bad et Bak, Bcl-2, p21 et TNFR a été quantifié par RT-qPCR en utilisant 23 kDa comme 
gène de référence. Les résultats représentent la moyenne ± SD (n=3). Nor : normoxie ; Nor+Cis : 
normoxie plus cisplatine. L’analyse statistique a été réalisée à l’aide d’un test anova type 2 suivi d’un 




Figure R24 : impact de l’invalidation de TMEM45A sur l’expression de protéines pro et anti 
apoptotiques suite à une exposition au cisplatine de 48h dans les cellules SQD9 
Les cellules SQD9 ont été transduites avec des particules lentivirales exprimant un shARN contrôle 
(shCTL) ou un shARN ciblant l’ARNm de TMEM45A (shRNA 22). Après transduction, les cellules 
SQD9 ont été incubées en absence ou en présence de 20 M de cisplatine durant 48h en condition de 
normoxie. Après incubation, les ARN totaux ont été extraits et le niveau d’expression des ARNm des 
gènes Bax, Bad et Bak, Bcl-2, p21 et TNFR a été quantifié par RT-qPCR en utilisant 23 kDa comme 
gène de référence. Les résultats représentent la moyenne ± SD (n=3 excepté pour Bax avec n=2). Nor : 
normoxie ; Nor+Cis : normoxie plus cisplatine. L’analyse statistique a été réalisée à l’aide d’un test 





Figure R25 : Impact de l’invalidation de TMEM45 sur la détection des dommages à l’ADN dans 
les cellules SQD9 exposées au cisplatine durant 48h 
Les cellules SQD9 ont été transduites avec des particules lentivirales exprimant un shARN contrôle 
(shCTL) ou un shARN ciblant l’ARNm de TMEM45A (shRNA 22). Après transduction, les cellules 
SQD9 ont été incubées en absence ou en présence de 20 M de cisplatine durant 48h en condition de 
normoxie. Après incubation, les protéines ont été extraites puis (A) le profil de phosphorylation des 
protéines cibles d’ATM et ATR et (B) l’abondance de la protéine EYA3 ont été analysés par western 
blot. L’actine a été utilisée comme contrôle de charge. Les résultats représentent la moyenne ± SD (n=3). 




extrinsèque de l’apoptose a également été investiguée via le niveau d’expression du récepteur 
de mort cellulaire TNFR. Pour cela, les cellules SQD9 contrôles et invalidées pour TMEM45A 
ont été incubées en présence soit de 20 M de cisplatine durant 48h, soit 100 M de cisplatine 
durant 24h en condition de normoxie et d’hypoxie. Après extraction d’ARN, le niveau 
d’expression de gènes a été analysé par RT-qPCR en utilisant 23 kDa comme gène de référence.  
Une exposition de 24h au cisplatine entraine une diminution du niveau d’expression de 
l’ensemble des gènes étudiés. De plus, aucune modification du niveau d’expression de ces 
gènes n’a été observée dans les cellules invalidées pour TMEM45A par rapport aux cellules 
contrôles (figure R23). Une exposition de 48h au cisplatine n’entraine aucune modulation du 
niveau d’expression des différents gènes étudiés excepté TNFR dont l’expression est diminuée 
de moitié lorsque les cellules sont incubées en présence de cisplatine. A nouveau, aucune 
différence n’a été observée entre les cellules contrôles et les cellules invalidées pour 
TMEM45A (figure R24). Le niveau d’expression de Bcl-2 dans ce type cellulaire est très faible, 
il serait donc intéressant d’aller étudier le niveau d’expression d’une autre protéine anti-
apoptotique de la famille Bcl-2, Bcl-XL. De plus, ici nous avons étudié le niveau d’expression 
de l’ARNm des différents gènes, cela ne signifie pas que le niveau d’expression ou d’activation 
des protéines codées par ces gènes n’est pas modifié dans les cellules invalidées. Dès lors il 
serait très intéressant d’investiguer cette piste. L’ensemble de ces résultats nous indique que 
l’invalidation de TMEM45A n’a aucun impact sur le niveau d’expression des gènes codant pour 
les protéines p21, Bcl-2, Bax, Bak, Bad et TNFR. De plus, la modulation de l’expression de ces 
gènes par une exposition au cisplatine varie en fonction du temps d’exposition à la drogue. Il 
est alors possible que les réponses cellulaires ainsi que les mécanismes de résistance mis en 
place par la cellule face à une exposition au cisplatine soient différents en fonction du timing 
étudié.  
Nous avons alors analysé le profil de phosphorylation des cibles des protéines ATM/ATR en 
réponse aux dommages à l’ADN et l’abondance de la protéine EYA3 après une exposition de 
48h au cisplatine. Ces expériences ont pour but de vérifier si un changement du temps 
d’exposition au cisplatine n’a pas d’impact sur l’induction ou la reconnaissance des dommages 
à l’ADN. Le profil de phosphorylation des cibles de ATM et ATR n’est pas altéré dans les 
cellules invalidées pour TMEM45A (figure R25A) suggérant que même après une exposition 
au cisplatine de 48h la détection des dommages à l’ADN par ATM et ATR n’est pas modifiée 
par l’invalidation de TMEM45A.  
De façon surprenante, le niveau d’abondance de la protéine EYA3 n’est plus diminué dans les 
cellules invalidées pour TMEM45A exposées au cisplatine durant 48h contrairement aux 
cellules invalidées pour TMEM45A exposées au cisplatine durant 24h (figure R25B). Ces 
informations suggèrent que la durée d’exposition des cellules au cisplatine module le niveau 
d’abondance de la protéine EYA3. Ainsi il est possible que l’augmentation de la 







Figure R26 : Impact de l’invalidation de TMEM45A sur l’induction des dommages à l’ADN 
dans les cellules RCC4 plus pVHL 
Les cellules RCC4 plus pVHL ont été transduites avec des particules lentivirales exprimant un shARN 
contrôle (shCTL) ou un shARN ciblant l’ARNm de TMEM45A (shRNA 22). Après transduction, les 
cellules RCC4 plus pVHL ont été incubées en absence ou en présence de 20 M de cisplatine durant 
48h en condition de normoxie. Après incubation, les protéines ont été extraites puis (A) le profil de 
phosphorylation des protéines cibles d’ATM et ATR, (B) l’abondance de la protéine EYA3 et (C) 
l’abondance de la protéine H2AX ont été analysés par western blot. L’actine a été utilisée comme 
contrôle de charge. Les résultats représentent la moyenne ± SD (n=3). (D) Les cellules RCC4 plus pVHL 
ont été incubées en absence ou en présence de 20 M de cisplatine durant différents timings et le clivage 
de PARP et l’abondance de la protéine H2AX ont été analysés par western blot. L’actine a été utilisée 
comme contrôle de charge (n=1). N : normoxie ; NC : normoxie plus cisplatine. *** p<0,001. 
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24h soit due en partie à un défaut de réparation des dommages à l’ADN par la protéine RAD51 
mais que ça ne soit plus le cas lorsque les cellules sont exposées au cisplatine durant 48h. Ainsi, 
l’augmentation de la chimiosensibilité des cellules invalidées pour TMEM45A exposées au 
cisplatine durant 48h proviendrait d’une augmentation de l’activation de la voie UPR et non à 
un défaut du recrutement de la protéine RAD51. Afin de confirmer ces résultats, il est nécessaire 
d’analyser le recrutement de la protéine RAD51 par immunofluorescence dans des cellules 
exposées au cisplatine durant 48h. De plus, il est possible qu’une autre voie de réparation des 
dommages à l’ADN soit impliquée, il serait alors intéressant d’étudier d’autres voies de 
signalisation en réponse aux dommages à l’ADN lors d’expositions courtes et longues au 
cisplatine.   
 
3.4 Impact de l’invalidation de TMEM45A sur les dommages à l’ADN induit par le cisplatine 
dans les cellules RCC4 plus pVHL 
Les cellules RCC4 plus pVHL invalidées pour TMEM45A présentent une résistance face à la 
mort cellulaire induite par le cisplatine. Sachant que le cisplatine induit des dommages à l’ADN, 
nous avons étudié de façon similaire à la lignée SQD9, l’induction des dommages à l’ADN 
induit par le cisplatine. Pour cela, les cellules RCC4 plus pVHL contrôles et invalidées pour 
TMEM45A ont été incubées en présence de 20 M de cisplatine durant 48h. Suite à cette 
incubation, les protéines ont été extraites et nous avons étudié trois facteurs : le profil de 
phosphorylation des cibles des protéines ATM/ATR en réponse aux dommages à l’ADN, le 
niveau d’expression de la protéine H2AX qui est un marqueur des dommages à l’ADN et le 
niveau d’expression de la protéine EYA3 impliquée dans la déphosphorylation de H2AX pour 
permettre le recrutement des protéines impliquées dans la réparation des dommages à l’ADN.  
Suite à l’exposition au cisplatine, une augmentation de la phosphorylation des protéines cibles 
de ATM/ATR est observée dans les cellules RCC4 plus pVHL contrôles et invalidées pour 
TMEM45A, signifiant la présence et la détection de dommages à l’ADN induits par le 
cisplatine. Une légère diminution de la phosphorylation de ces cibles est observée entre les 
cellules invalidées et les cellules contrôles (figure R26A). De même, l’abondance de H2AX 
augmente suite à une exposition au cisplatine et cette abondance diminue dans les cellules 
invalidées pour TMEM45A (figure R26B). Ces résultats suggèrent une diminution des 
dommages à l’ADN dans les cellules invalidées pour TMEM45A. Cependant à ce stade, nous 
ne pouvons pas préciser si cette différence provient d’une diminution de l’induction des 
dommages à l’ADN, une augmentation de la réparation des dommages à l’ADN, ou d’une 
diminution de l’induction de l’apoptose en réponse à ces dommages. En effet, lorsqu’une cellule 
entre en apoptose, son ADN est fragmenté entrainant également le recrutement de H2AX aux 






Figure R27 : Impact de l’invalidation de TMEM45A sur la réparation des dommages à l’ADN 
dans les cellules RCC4 plus pVHL 
Les cellules RCC4 plus pVHL ont été transduites avec des particules lentivirales exprimant un shARN 
contrôle (shCTL) ou un shARN ciblant l’ARNm de TMEM45A (shRNA 22). Après transduction, les 
cellules RCC4 plus pVHL ont été incubées en absence ou en présence de 20 M de cisplatine durant 4h 
et 6h. Après 4h d’incubation, le milieu contenant le cisplatine est retiré et les cellules sont incubées dans 
du milieu frais sans cisplatine durant 4h et 20h. Après incubation (A) l’abondance de la protéine H2AX 
et (B) la localisation de la protéine RAD51 ont été étudiées par immunofluorescence. Les images ont 
été prises avec un microscope confocal (n=1). 
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l’ADN induits par le cisplatine, soit à la fragmentation de l’ADN survenant lors de l’apoptose. 
Dans le cas de la protéine EYA3, une diminution de l’abondance non significative a été 
observée dans les cellules invalidées pour TMEM45A en comparaison aux cellules contrôles 
(figure R26C).  
Afin de déterminer si la résistance des cellules RCC4 plus pVHL provient d’une modulation de 
l’induction ou de la réparation des dommages à l’ADN, nous avons effectué des expériences de 
cinétiques similaires à celles réalisées pour les cellules SQD9. En effet, l’abondance de H2AX 
et le clivage de PARP ont été étudiés après une exposition des cellules RCC4 plus pVHL à 20 
M de cisplatine durant 15 minutes, 30 minutes, 1h, 2h, 4h et 48h. L’abondance de H2AX 
augmente de façon importante après une exposition au cisplatine de 4h et 48h. Cette 
augmentation d’abondance est associée à une augmentation du clivage de PARP. Ces résultats 
montrent une induction de l’apoptose après une exposition au cisplatine de 4h et 48h, suggérant 
qu’une partie de l’augmentation de l’abondance de H2AX provient de la fragmentation de 
l’ADN survenant lors de l’apoptose. A ces timings, dans les cellules invalidées pour 
TMEM45A, l’abondance de H2AX et du clivage de PARP diminue comparée à celle observée 
dans les cellules contrôles, reflétant la résistance des cellules invalidées pour TMEM45A à la 
mort cellulaire induite par le cisplatine. A de plus faible temps d’exposition, aucune différence 
n’a été observée entre les cellules invalidées pour TMEM45A et les cellules contrôles (figure 
R26D). Ces résultats suggèrent que l’invalidation de TMEM45A dans les cellules RCC4 plus 
pVHL n’a pas d’effet sur l’induction ou la détection des dommages à l’ADN, ainsi la résistance 
au cisplatine observée dans les cellules invalidées peut provenir d’une augmentation des 
réparations des dommages à l’ADN ou à la diminution de l’induction de la mort cellulaire par 
apoptose.  
Afin d’évaluer la voie de réparation des cassures double-brin, nous avons ensuite étudié le 
recrutement d’une des protéines essentielles à la réparation des dommages à l’ADN, RAD51. 
Les cellules RCC4 plus pVHL ont été incubées en présence de 20 M de cisplatine durant 4h 
et 6h, puis après 4h d’exposition à la drogue, le milieu contenant le cisplatine a été remplacé 
par du milieu frais durant 4h et 24h. L’abondance de H2AX et le recrutement de RAD51 ont 
été étudiés par immunofluorescence. L’abondance de H2AX augmente suite à une exposition 
au cisplatine et cette abondance augmente avec la durée du traitement. Dans les cellules RCC4 
plus pVHL contrôles, le marquage de H2AX diminue après 4h et 24h de temps de récupération, 
signifiant que les cellules ont réparé les dommages à l’ADN induit par le cisplatine. De façon 
surprenante, les dommages à l’ADN persistent dans les cellules invalidées pour TMEM45A. 
En parallèle, nous avons étudié le recrutement de RAD51, protéine recrutée aux points de 
cassure afin de permettre leur réparation. Le marquage obtenu est très différent de celui observé 
dans les cellules SQD9. En effet, nous observons un marquage cytoplasmique de RAD51 dans 
les cellules, et ce pour chaque condition expérimentale, même en absence de dommages à 
l’ADN. La localisation de  
  
Figure R28 : Impact de l’invalidation de TMEM45A sur l’expression de protéines pro et anti 
apoptotiques dans les cellules RCC4 plus pVHL 
Les cellules RCC4 plus pVHL ont été transduites avec des particules lentivirales exprimant un shARN 
contrôle (shCTL) ou un shARN ciblant l’ARNm de TMEM45A (shRNA 22). Après transduction, les 
cellules RCC4 plus pVHL ont été incubées en absence ou en présence de 20 M de cisplatine durant 
48h en condition de normoxie. Après incubation, les ARN totaux ont été extraits et le niveau 
d’expression des ARNm des gènes Bax, Bad et Bak, Bcl-2, p21 et TNFR a été quantifié par RT-qPCR 
en utilisant 23 kDa comme gène de référence. Les résultats représentent la moyenne ± SD (n=3). Nor : 
normoxie ; Nor+Cis : normoxie plus cisplatine. L’analyse statistique a été réalisée à l’aide d’un test 
anova type 2 suivi d’un test de comparaison multiple de Turkey (** p<0,01).  
Résultats 
134 
la protéine semble cependant devenir nucléaire suite à une exposition au cisplatine. 
L’abondance de la protéine étant importante même en absence de cisplatine, il est difficile de 
conclure quant au recrutement de RAD51 aux points de cassure induits par le cisplatine dans 
les cellules RCC4 plus pVHL (figure R27). Ces résultats signifient que la diminution des 
dommages à l’ADN observée ne provient probablement pas de la modification de la 
déphosphorylation de H2AX. Il serait donc intéressant d’étudier d’autres voies de réparation 
des dommages à l’ADN.  
Le niveau d’expression de gènes codant pour des protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-2 
et p21 mais également pro-apoptotiques telles que Bax, Bad et Bak a été étudié. De plus la voie 
extrinsèque de l’apoptose a également été investiguée via le niveau d’expression du récepteur 
de mort cellulaire TNFR. Pour cela, les cellules RCC4 plus pVHL contrôles et invalidées pour 
TMEM45A ont été incubées en présence de 20 M de cisplatine durant 48h en condition de 
normoxie et d’hypoxie. Après extraction d’ARN, le niveau d’expression des gènes cités a été 
analysé par RT-qPCR en utilisant 23 kDa comme gène de référence.  
Comme le montre la figure R28, une exposition des cellules RCC4 au cisplatine entraine une 
augmentation du niveau d’expression de l’ARNm de Bax, protéine pro-apoptotique. Ces 
résultats indiquent que la mort cellulaire induite dans la lignée RCC4 plus pVHL par le 
cisplatine pourrait faire intervenir la protéine Bax. Cependant, aucune différence n’a été 
observée entre les cellules invalidées et les cellules contrôles. De plus, une exposition au 
cisplatine entraine une augmentation de l’expression de l’ARNm de p21 suggérant un arrêt du 
cycle cellulaire par le cisplatine. A nouveau, aucune différence n’a été observée entre les 
cellules invalidées pour TMEM45A et les cellules contrôles. Contrairement à la protéine Bax, 
aucune modulation de l’expression de Bad n’a été relevée en présence de cisplatine. Dans le 
cas de Bak, aucune amplification n’a été observée, signe d’une absence d’expression de ce 
transcrit. Le niveau d’expression de Bcl-2 semble diminuer suite à une incubation des cellules 
cancéreuses en présence de cisplatine, cependant le faible niveau d’expression de ce transcrit 
entraine une grande variabilité du signal entre les réplicats, ce qui ne permet pas d’interpréter 
les résultats.  
Pour finir, le niveau d’expression du récepteur de mort TNFR a également été étudié. Alors 
qu’une diminution de son expression est détectée dans les cellules contrôles en présence de 
cisplatine, aucun changement n’est observé dans les cellules invalidées pour TMEM45A. 
Sachant que TNFR est un médiateur de l’apoptose, que ce récepteur n’a jamais été impliqué 
dans le développement de résistance à la mort cellulaire et que les cellules invalidées pour 
TMEM45A sont résistantes au cisplatine, ce résultat est surprenant.  
L’ensemble de ces résultats indique qu’une exposition des cellules RCC4 au cisplatine entraine 




Figure R29 : Impact de l’invalidation de TMEM45A sur l’expression de poldip2 
(A) et (B) Les cellules SQD9 ont été transduites avec des particules lentivirales exprimant un shARN 
contrôle (shCTL) ou un shARN ciblant l’ARNm de TMEM45A (shRNA 22). (A) Après transduction, 
les cellules SQD9 ont été incubées en absence ou en présence de 100 M de cisplatine durant 24h en 
normoxie. Après incubation, l’abondance de la protéine poldip2 a été analysée par western blot. L’actine 
a été utilisée comme contrôle de charge. Les résultats représentent la moyenne ± SD (n=3). (B) Après 
transduction, les cellules SQD9 ont été incubées en absence ou en présence de 20 M de cisplatine 
durant 48h en normoxie. Après incubation, l’abondance de la protéine poldip2 a été analysée par western 
blot. L’actine a été utilisée comme contrôle de charge. Les résultats représentent la moyenne ± SD (n=3). 
(C) Les cellules RCC4 plus pVHL ont été transduites avec des particules lentivirales exprimant un 
shARN contrôle (shCTL) ou un shARN ciblant l’ARNm de TMEM45A (shRNA 22). Après 
transduction, les cellules RCC4 plus pVHL ont été incubées en absence ou en présence de 20 M de 
cisplatine durant 48h en normoxie. Après incubation, l’abondance de la protéine poldip2 a été analysée 
par western blot. L’actine a été utilisée comme contrôle de charge. Les résultats représentent la moyenne 
± SD (n=3). 
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modification n’a été observée entre les cellules contrôles et les cellules invalidées. Dès lors, 
nous pouvons conclure que la résistance à la mort cellulaire induite par le cisplatine dans les 
cellules RCC4 plus pVHL invalidées pour TMEM45A ne provient pas d’une modulation de 
l’expression de gènes codant pour des protéines pro ou anti-apoptotiques.  
 
3.5 Impact de l’invalidation de TMEM45A sur l’expression de poldip2 
L’étude transcriptomique des cellules SQD9 contrôles et invalidées pour TMEM45A par 
analyse RNAseq a permis de mettre en évidence des modifications du niveau d’expression de 
nombreux gènes pouvant être impliqués dans les altérations phénotypiques observées dans les 
cellules invalidées pour TMEM45A. C’est le cas du gène poldip2 dont l’expression est 
diminuée dans le cellules invalidées par rapport aux cellules contrôles. Le gène poldip2 code 
pour une protéine qui a été impliquée dans de nombreux processus. En effet, poldip2 interagirait 
avec la polymérase PrimPol et augmenterait son activité (Guilliam, Bailey et al. 2016). Cette 
interaction pourrait avoir un impact sur la prolifération cellulaire, mais également la tolérance 
des dommages à l’ADN. De plus, cette protéine a été récemment impliquée dans la croissance 
tumorale et l’invasion du cancer du poumon (Chen, Kuo et al. 2018). La protéine poldip2, 
protéine senseur de l’oxygène, interviendrait dans l’adaptation métabolique des cellules 
cancéreuses en hypoxie (Paredes, Sheldon et al. 2018, Paredes, Suster et al. 2018). L’ensemble 
de ces données fait de poldip2 un bon candidat pour de plus amples analyses. Cependant, la 
diminution d’expression du gène codant pour la protéine poldip2 n’a pu être validée au niveau 
protéique que dans le modèle RCC4 plus pVHL (figure R29). Nous n’avons donc pas poursuivi 
l’étude de ce gène. 
 
Conclusion 
In vitro, l’absence d’expression de la protéine TMEM45A impacte la prolifération cellulaire, 
mais également la chimiosensibilité des cellules cancéreuses au cisplatine. Cependant, ces 
effets semblent être différents suivant le modèle cellulaire étudié. En effet, alors que 
l’invalidation de TMEM45A n’a aucun effet sur les cellules CAL27, la diminution du niveau 
d’expression de cette protéine provoque un ralentissement de la prolifération cellulaire et une 
modulation de la chimiosensibilité des cellules SQD9 et RCC4 plus pVHL. De plus, suivant le 
type de cancer ciblé, TMEM45A semble avoir un double rôle sur la sensibilité au cisplatine, 
exerçant un rôle chimiosensibilisant dans les cellules RCC4 plus pVHL mais, au contraire, un 
rôle chimioprotecteur dans les cellules SQD9. TMEM45A interviendrait dans la sensibilité au 
cisplatine via le recrutement de la protéine RAD51 aux points de cassure et/ou par une 
modulation de l’activation de la voie UPR. Au vu de ces résultats, nous nous sommes ensuite 
intéressés à l’impact de l’invalidation de TMEM45A in vivo.  
  
Figure R30 : Impact de l’invalidation de TMEM45A sur la croissance tumorale in vivo 
Les cellules SQD9 ont été transduites avec des particules lentivirales exprimant un shARN contrôle 
(shCTL) ou un shARN ciblant l’ARNm de TMEM45A (shRNA 22). Après transduction, les cellules 
SQD9 ont été resuspendues dans une solution de PBS et Matrigel puis implantées en sous-cutané dans 
des souris Nude. (A) et (B) Durant 42 jours, les masses tumorales ont été mesurées et ainsi le volume 
tumoral a été calculé (n=2). Le graphique (A) reprend l’ensemble des groupes de souris alors que le 
graphique (B) représente les souris dont la masse tumorale ne s’est pas développée. (C) Après exérèse 
de la tumeur, le poids des masses a été mesuré (n=16 pour le groupe shCTL et n=12 pour le groupe 
shRNA 22). (D) Après exérèse, les ARN totaux ont été extraits et le niveau d’expression de l’ARNm du 
gène TMEM45A a été quantifié par RT-qPCR en utilisant 23 kDa comme gène de référence. Les résultats 





















Figure R31 : Xenogreffe des 
cellules SQD9 contrôles et 
invalidées pour TMEM45  
Les cellules SQD9 ont été 
transduites avec des particules 
lentivirales exprimant un shARN 
contrôle (shCTL) ou un shARN 
ciblant l’ARNm de TMEM45A 
(shRNA 22). Après transduction, 
les cellules SQD9 ont été 
resuspendues dans une solution de 
PBS et Matrigel puis implantées 
en sous-cutané dans des souris 
Nude. Après 42 jours, les masses 
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Chapitre 3 : Etude du rôle de la protéine TMEM45A in vivo 
 
1. Rôle de la protéine TMEM45A sur la croissance tumorale in vivo 
Les expériences d’invalidation de la protéine TMEM45A ont mis en évidence un ralentissement 
de la prolifération des cellules SQD9 invalidées pour TMEM45A par rapport aux cellules 
contrôles. Nous nous sommes donc demandé si l’absence d’expression de TMEM45A pourrait 
avoir un impact sur la croissance tumorale in vivo. Pour répondre à cette question, nous avons 
réalisé des xénogreffes de tumeur à partir de la lignée cellulaire SQD9 humaine chez des souris 
Nude. En effet, nous avons implanté des cellules SQD9 transduites avec le shARN contrôle ou 
des cellules SQD9 invalidées pour TMEM45A en sous-cutané sur le flanc de souris Nude.  
Notre hypothèse de départ était que la croissance des tumeurs formées à partir des cellules 
invalidées pour TMEM45A serait diminuée par rapport à la croissance des tumeurs contrôles. 
Deux paramètres ont alors été étudiés :  le temps de formation des tumeurs et la taille des 
tumeurs. Le projet a été réalisé deux fois de façon indépendante et, dans les deux cas, nous 
avons observé de façon inattendue une augmentation de la croissance tumorale dans le cas des 
tumeurs invalidées pour TMEM45A en comparaison aux tumeurs contrôles (figures R30A). 
Sachant qu’une masse est qualifiée de tumeur à partir de 50 mm3, nous avons calculé l’incidence 
des tumeurs pour chacun des groupes. Ainsi nous avons observé seulement 25% des souris du 
groupe contrôle contre 70% des souris xénogreffées avec des cellules invalidées pour 
TMEM45A présentant une masse tumorale. Si les souris ne présentant pas de tumeurs sont 
écartées de l’analyse, nous pouvons remarquer que les tumeurs contrôles et les tumeurs 
invalidées arrivent à un volume tumoral semblable à la fin de l’expérience (figures R30B). Au 
vu de ces résultats, après exérèse des masses tumorales, nous avons extrait les ARN totaux des 
tumeurs puis nous avons analysé le niveau d’expression de l’ARNm de TMEM45A dans les 
différents groupes par RT-qPCR en utilisant 23 kDa comme gène de référence. Les résultats 
montrent bien une invalidation du niveau d’expression de TMEM45A dans les tumeurs 
invalidées en comparaison aux tumeurs contrôles (figure R30D). L’ensemble de ces résultats 
suggèrent que l’absence de TMEM45A a un impact sur l’initiation de la prise tumorale et la 
croissance tumorale dans les premiers jours qui suivent la xénogreffe.  
Lors de la seconde expérience, après exérèse des masses tumorales, chaque tumeur a été pesée 
et photographiée. Les tumeurs invalidées pour TMEM45A présentaient une masse légèrement 
plus élevée que les tumeurs contrôles (figure R30C). De plus, sur l’ensemble du groupe, les 
tumeurs contrôles étaient majoritairement plus petites que les tumeurs invalidées pour 





Figure R32 : Coloration HES des coupes histologiques des tumeurs contrôles et invalidées pour 
TMEM45A 
Les cellules SQD9 ont été transduites avec des particules lentivirales exprimant un shARN contrôle 
(shCTL) ou un shARN ciblant l’ARNm de TMEM45A (shRNA 22). Après transduction, les cellules 
SQD9 ont été resuspendues dans une solution de PBS et Matrigel puis implantées en sous cutané chez 
des souris Nude. Après exérèse des masses tumorales, des coupes histologiques de tissu en paraffine ont 





Figure R33 : Immunomarquage des cellules endothéliales 
Les cellules SQD9 ont été transduites avec des particules lentivirales exprimant un shARN contrôle 
(shCTL) ou un shARN ciblant l’ARNm de TMEM45A (shRNA 22). Après transduction, les cellules 
SQD9 ont été resuspendues dans une solution de PBS et Matrigel puis implantées en sous-cutané dans 
des souris Nude. Après exérèse des masses tumorales, des coupes histologiques de tissu en paraffine ont 
été réalisées puis la protéine CD31 a été détectée par un anticorps couplé à la péroxydase. Après ajout 
d’un substrat, le produit issu de l’activité enzymatique de la peroxydase est révélé par un chromogène 






Figure R34 : Visualisation de l’infiltrat immunitaire par marquage HES 
Les cellules SQD9 ont été transduites avec des particules lentivirales exprimant un shARN contrôle 
(shCTL) ou un shARN ciblant l’ARNm de TMEM45A (shRNA 22). Après transduction, les cellules 
SQD9 ont été resuspendues dans une solution de PBS et Matrigel puis implantées en sous-cutané dans 
des souris Nude. Après exérèse des masses tumorales, des coupes histologiques de tissu en paraffine ont 




2. Etude histologique des tumeurs  
Afin de comprendre les résultats obtenus précédemment, nous avons, après exérèse des 
tumeurs, séparé les masses en deux parties : une pour l’extraction d’ARN et la seconde pour 
des analyses histologiques.  
Nous avons dans un premier temps réalisé des colorations hémalun érythroposine safran (HES) 
des tumeurs contrôles et invalidées pour TMEM45A. Cette coloration est une coloration 
trichromatique obtenue par l’ajout d’une étape de coloration avec le safran permettant de 
colorer les fibres de collagène des tissus conjonctifs en jaune. Les résultats obtenus montrent 
une différence de densité des cellules cancéreuses entre les tumeurs contrôles et les tumeurs 
invalidées, mais également au sein d’un même groupe. Cependant, nous pouvons remarquer 
que la majorité des tumeurs contrôles présentent une faible densité en cellules cancéreuses par 
rapport aux cellules stromales avec un environnement enrichie en collagène. Au contraire, les 
tumeurs invalidées présentent quant à elles une grande densité en cellules cancéreuses (figure 
R32). Le collagène présent sur les coupes peut soit provenir du microenvironnement tumoral 
soit provenir de la solution de matrigel utilisée pour promouvoir l’initiation tumorale. Dans le 
deuxième cas, il est alors possible que le collagène du matrigel ait été moins dégradé par les 
cellules SQD9 contrôles par rapport aux cellules SQD9 invalidées pour TMEM45A. A ce stade, 
les expériences réalisées ne permettent pas de conclure sur ce point.  
Nous avons ensuite exploré deux hypothèses pouvant expliquer la différence de croissance 
tumorale observée. La première était qu’une modulation de la vascularisation de la tumeur 
pouvait entrainer une variation de la croissance tumorale. Pour cela nous avons effectué un 
immunomarquage de la protéine CD31, marqueur de cellules endothéliales. Cependant, aucune 
différence n’a été observée entre les tumeurs contrôles et les tumeurs invalidées (figure R33). 
La seconde hypothèse était qu’une modification du recrutement des cellules immunitaires au 
site tumoral pouvait influencer la croissance des tumeurs. Les souris Nude sont caractérisées 
par l’absence de lymphocytes T. Cependant, ces souris possèdent des lymphocytes B, des 
macrophages, mais également des cellules NK. Nous avons donc analysé la présence de 
macrophages au niveau des tumeurs contrôles et des tumeurs invalidées. Après coloration HES, 
nous avons remarqué à la périphérie des tumeurs la présence de lymphocytes et de macrophages 
(figure R34). La proportion de ces deux populations de cellules varie entre les tumeurs contrôles 
et les tumeurs invalidées. En effet, alors que les macrophages sont visibles dans les tumeurs 
contrôles et les tumeurs invalidées, les lymphocytes se retrouvent principalement dans les 
tumeurs contrôles par rapport aux tumeurs invalidées. Il est donc possible que cette différence 
d’abondance des lymphocytes à la périphérie des tumeurs ait un impact sur la croissance 
tumorale. Cependant, les cellules cancéreuses sont ciblées par les lymphocytes T, absents de 
l’organisme des souris Nude, et non par les lymphocytes B. Il serait donc  
  
 
Figure R35 : Immunomarquage des macrophages 
Les cellules SQD9 ont été transduites avec des particules lentivirales exprimant un shARN contrôle 
(shCTL) ou un shARN ciblant l’ARNm de TMEM45A (shRNA 22). Après transduction, les cellules 
SQD9 ont été resuspendues dans une solution de PBS et Matrigel puis implantées en sous-cutané dans 
des souris Nude. Après exérèse des masses tumorales, des coupes histologiques de tissu en paraffine ont 
été réalisées puis la protéine F4/80 a été détectée par un anticorps couplé à la péroxydase. Après ajout 
d’un substrat, le produit issu de l’activité enzymatique de la peroxydase est révélé par un chromogène 





intéressant de réaliser un marquage permettant d’identifier plus précisément les lymphocytes 
présents dans les tumeurs.  
Afin de valider la présence de macrophage dans les tumeurs, nous avons réalisé un marquage 
de la protéine F4/80 marqueur des macrophages murins. Les résultats confirment la présence 
de macrophages au sein des tumeurs contrôles et invalidées pour TMEM45A. Aucune 
différence n’a été observée quant à l’abondance de ces cellules au sein des tumeurs (figure 
R35). Il faut cependant garder à l’esprit que la différenciation des macrophages en phénotype 
M1 ou M2 peut induire un effet anti- ou pro-tumoral. Il serait donc intéressant de réaliser un 
marquage spécifique des macrophages M1 et M2 afin d’identifier quel type de macrophages se 
retrouve au sein de ces tumeurs.  
 
Conclusion 
L’invalidation de l’expression de TMEM45A entraine une augmentation de la croissance 
tumorale in vivo. Il semblerait que la composition du microenvironnement tumoral, et en 
particulier l’infiltrat immunitaire, soient différents dans les tumeurs invalidées par rapport aux 
tumeurs contrôles. Ces observations pourraient expliquer l’augmentation de la croissance 
tumorale des tumeurs invalidées pour TMEM45A en comparaison aux tumeurs contrôles. 
Cependant, des analyses plus détaillées sont nécessaires afin de conclure sur la cause de cette 
augmentation de croissance tumorale. De plus, il serait intéressant d’étudier la réponse au 
cisplatine de ces tumeurs contrôles et invalidées pour TMEM45A.  
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Chapitre 4 : Matériel et méthodes complémentaires 
Nous décrivons dans cette partie les expériences présentées dans les résultats qui ne sont pas 
déjà présentées dans le matériel et méthodes de l’article cité dans la partie 2 des résultats.  
Table R1 :  Liste des anticorps utilisés en western blot  




(Rabbit, Abcam, ab181841, 1/1000) 
IRDye 800CW 




(Mouse, Nanotools, 0260-100/LC3-2G6, 
1/1000) 
IRDye 680RD 




(Mouse, BD Pharmingen 610832, 1/1000) 
IRDye 680RD 




(Mouse, Abcam, ab10433, 1/1000) 
IRDye 680RD 





(Rabbit, Abcam, ab28364, 1/50) 
Anti rabbit IgG 
Vectastain RK4001  
F4/80 
Anti-F4/80 
(Rat, Abcam, ab16911, 1/50) 
Anti Rat IgG 
GE Healthcare NA935V 
 
Table R2 : Liste des amorces utilisées en qPCR  













































Détermination de la concentration en glucose et lactate dans les milieux de culture des 
cellules SQD9 
Les cellules SQD9 ont été transduites avec des particules lentivirales (Sigma) exprimant un 
shARN contrôle ou un shARN ciblant TMEM45A puis les cellules ont été incubées en absence 
ou en présence de 100 µM de cisplatine durant 24h en condition de normoxie et d’hypoxie. 
Après incubation, les milieux de cultures ont été récupérés afin de déterminer les concentrations 
en glucose et en lactate tel que décrit par Porporato et al (Porporato, Payen et al. 2012). Les 
différents milieux ont été passés dans des tubes d’ultracentrifugation dotés de filtre avec un cut-
off de 10 kDa (VWR) afin d’éliminer les protéines présentes. Puis les concentrations en glucose 
et lactate ont été mesurées un utilisant l’analyseur enzymatique CMA600 (Aurora Borealis), en 
suivant les recommandations du fabricant. Les valeurs de concentration en glucose et lactate 
ont été normalisées par la concentration en protéines des cellules des puits correspondants 
obtenue par dosage de Pierce.  
 
Etude du potentiel de membrane mitochondrial par cytométrie en flux 
Les cellules SQD9 ont été transduites avec des particules lentivirales (Sigma) exprimant un 
shARN contrôle ou un shARN ciblant TMEM45A. Après transduction, les cellules ont été 
ensemencées en T25 à raison de 1 000 000 de cellules par boite de culture durant 24h en 
normoxie. Après incubation, les cellules ont été incubées 30 minutes à 37°C en présence de 25 
nM de TMRE (tetramethylrhodamine ethyl ester, Molecular Probes, Life Technologies). Les 
cellules sont ensuites rincées au PBS et trypsinisées en utilisant de la trypsine EDTA (Gibco, 
Life Technologies) avant d’être centrifugées 5 minutes à 1000 rpm et resuspendues dans du 
PBS sur glace. Les cellules sont alors analysées en cytométrie en flux en utilisant le FACSverse 
(BD Biosciences).  
 
Marquage des cellules SQD9 à l’Oil Red O 
Les cellules SQD9 ont été transduites avec des particules lentivirales (Sigma) exprimant un 
shARN contrôle ou un shARN ciblant TMEM45A. Après transduction, les cellules ont été 
ensemencées en plaque 6 puits à raison de 150 000 cellules par puits durant 24h en condition 
de normoxie. Le milieu de culture est décanté puis les cellules sont fixées durant 5 minutes dans 
une solution de paraformaldéhyde à 4 % avant d’être rincées deux fois au PBS. Les cellules 
sont ensuite incubées 30 minutes en présence de 800 µL d’une solution 0,2 % d’ORO (Merck) 
dans de l’isopropanol. La solution d’ORO est ensuite décantée puis les cellules sont rincées 
trois fois au PBS. Les cellules sont laissées dans le dernier lavage PBS afin de prendre des 
photos à l’aide d’un microscope optique. Le PBS est alors décanté et les cellules perméabilisées  
   
Résultats 
143 
avec 800 µL d’éthanol 100% (Merck) durant 30 minutes. L’éthanol contenant l’Oil Red O 
présent dans les cellules est alors récupéré puis 250 µL est transféré dans une plaque 96 puits 
afin de lire la densité optique de l’éthanol à 490 nm. La valeur obtenue est alors normalisée par 
la quantité cellulaire grâce à un marquage de la quantité d’ADN par marquage à l’iodure de 
propidium. Pour cela, les cellules doivent être incubées en présence de 800 µL de solution 
d’iodure de propidium durant 30 minutes dans l’obscurité. La fluorescence est alors mesurée à 
l’aide d’un fluoroskan Ascent (Thermo scientific) à 612 nm après une excitation à 515 nm. Pour 
le marquage Oil Red O, le blanc correspond au puits sans cellules ayant suivi le même protocole 
que les puits avec cellules.  
 
Préparation et observation des cellules SQD9 par microscopie électronique 
Les cellules SQD9 ont été transduites avec des particules lentivirales (Sigma) exprimant un 
shARN contrôle ou un shARN ciblant TMEM45A. Après transduction, les cellules ont été 
amplifiées de façon à obtenir au moins 2 000 000 cellules. Après trypsinisation, les cellules sont 
centrifugées 5 minutes à 1000 rpm puis le milieu cellulaire est décanté. Le culot cellulaire est 
resuspendu dans 400 µL d’une solution de 2,5% en glutaraldéhyde à 70% (Agar Scientific) et 
0,1 M en cacodylate pH 7,4 (Merck). La suspension cellulaire est placée dans un tube spécial 
(pyramidal beem capsule, #G360, Agar Scientific, Laborinpex) puis placée 2h30 à 4°C avant 
d’être centrifugée à 4°C pendant 5 minutes à 1000 rpm. Le culot cellulaire est ensuite rincé trois 
fois pendant 10 minutes avec 400 µL d’une solution de 0,2M en cacodylate pH 7,4 (Merck). Le 
culot est centrifugé à 4°C 2 minutes à 1000 rpm entre chaque rinçage. L’échantillon est ensuite 
placé à 4°C pendant 1h dans 400 µL d’une solution d’acide osmique à 1% (Merck) et de 
cacodylate 0,1 M à pH 7,4 (Merck) puis centrifugé à 4°C pendant 2 minutes à 1000 rpm. 
L’échantillon est alors placé 10 minutes dans une solution de 0,2 M en cacodylate pH 7,4 
(Merck), centrifugé à 4°C pendant 2 minutes à 100 rpm avant d’être placé dans du tampon 
cacodylate 0,2 M à pH 7,4 (Merck) dans lequel il peut être conservé à 4°C pendant plusieurs 
semaines.  
L’échantillon est alors déshydraté par des bains successifs d’alcool avec une centrifugation 
pendant 2 minutes à 2000 rpm entre chaque bain.  
- Dans l’éthanol à 30%, une fois 5 minutes puis une fois 10 minutes 
- Dans l’éthanol à 50%, une fois 5 minutes puis une fois 10 minutes 
- Dans l’éthanol à 70%, une fois 5 minutes puis une fois 10 minutes 
- Dans l’éthanol à 85%, une fois 5 minutes puis une fois 10 minutes 
- Dans l’éthanol absolu trois fois 10 minutes 
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L’échantillon est ensuite enrobé dans de la résine (Pelco) préalablement décongelée à 
température ambiante durant 30 minutes. Pour cela, l’échantillon est rincé quatre fois pendant 
5 minutes dans une solution d’oxyde de propylène (Aldrich) avec une centrifugation de 2 
minutes à 2000 rpm entre chaque rinçage. Sous hotte, l’échantillon est laissé 15 minutes dans 
un mélange 75% - 25% oxyde de propylène et résine, puis 20 minutes dans un mélange 50% - 
50% oxyde de propylène et résine et enfin 20 minutes dans un mélange 25% - 75% oxyde de 
propylène et résine. Entre chaque incubation l’échantillon est centrifugé 2 minutes à 1000 rpm. 
L’échantillon est ensuite laissé à 37 % toute une nuit dans de la résine pure avec le capuchon 
ouvert. L’échantillon est successivement passé dans une étuve à 45°C durant 1 jour puis dans 
une étuve à 60°C durant 3 jours. A la fin de l’expérience, l’échantillon est pris en charge par la 
plateforme de microscopie afin d’être coupé à l’aide d’une lame de diamant et rendu conducteur 
par une coloration à l’acétate uranyle et citrate de plomb avant d’être observés en microscopie 
électronique (Philips, Tecnai 10).  
 
Etude de la morphologie du réseau mitochondrial par microscopie confocale 
Les cellules SQD9 ont été transduites avec des particules lentivirales (Sigma) exprimant un 
shARN contrôle ou un shARN ciblant TMEM45A. Après transduction, les cellules ont été 
ensemencées dans des chambres Lab-Tek II de 2 puits de 4.2 cm2 (Lab-Tek Brand Products, 
Nalge Nunc International) à raison de 60 000 cellules par chambre. Après une incubation de 
24h en condition de normoxie, les cellules sont mises en contact avec 100 nM d’une sonde 
mitoTracker verte (Invitrogen) dans un milieu de culture sans sérum durant 30 minutes à 37°C 
à l’obscurité avant d’être replacées dans du milieu frais avec sérum pour une observation au 
microscope confocale.  
 
Xénogreffe des cellules SQD9 dans des souris Nude 
Les cellules SQD9 ont été transduites avec des particules lentivirales (Sigma) exprimant un 
shARN contrôle ou un shARN ciblant TMEM45A. Après transduction, les cellules ont été 
amplifiées en T150 puis resuspendues sur glace dans une solution à 4°C de PBS et Matrigel 
(Corning) avec un ratio 2 : 1 à raison de 1 000 000 de cellules dans 400 µl de solution. Ensuite, 
1 000 000 de cellules ont été injectées en sous-cutané sur le flanc droit de souris Nudes femelles 
âgées de 8 semaines. Les tumeurs ont été mesurées tous les 2 jours à l’aide d’un pied à coulisse 
durant 42 jours. En considérant que les tumeurs formées sont des demi-sphères, le volume 
tumoral a été calculé suivant la formule : longueur x largeur x hauteur x 0,4. A la fin de 
l’expérience, les souris sont euthanasiées puis les tumeurs sont récupérées, photographiées et 
pesées. Ensuite, les masses tumorales sont sectionnées en deux, une partie plongée dans de  
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l’azote liquide afin de réaliser une extraction d’ARN et l’autre partie fixée dans une solution de 
paraformaldéhyde à 4 % avant d’être montée en bloc de paraffine pour des analyses 
histologiques.  
 
Extraction d’ARN à partir des tumeurs  
Avant de débuter l’extraction d’ARN, il faut nettoyer l’ensemble du matériel (pinces, lames, 
mixeur ultra-turrax…) dans du SDS 0,5% durant 1h. Les masses tumorales sont pesées puis 
plongées dans du TriReagent (Invitrogen) dans un tube RNAse free à raison de 50 mg de tissus 
pour 1ml de TriReagent. Avant de broyer les tissus avec l’ultra-turrax, il est recommandé de 
réduire la tumeur en petits morceaux à l’aide d’une pince et d’une lame stérile dans une boite 
de Pétri stérile. L’échantillon est alors broyé avec l’ultra-turrax sur glace par séquence de 30 
secondes puis incubé 5 minutes à température ambiante. L’échantillon est ensuite centrifugé à 
4°C durant10 minutes à 12 000 g et le surnageant est transféré dans un nouveau tube RNAse 
Free. Ensuite, 200 µL de chloroforme (Merck) sont ajoutés et l’échantillon est vortexé durant 
15 secondes avant d’être incubé 5 minutes à température ambiante et centrifugé à 4°C durant 
15 minutes à 12 000g. La phase supérieure aqueuse contenant les ARNs est alors récupérée et 
les ARNs sont extraits à l’aide du kit RNeasy (Promega) en utilisant le Qiacube selon les 
recommandations du fournisseur.    
 
Fixation et inclusion en paraffine des masses tumorales 
Les masses tumorales sont fixées dans du paraformaldéhyde à 4% durant 24h puis les tumeurs 
sont sorties du fixateur avant d’être déposées dans des cassettes numérotées. La paraffine 
n’étant pas miscible dans l’eau, les masses sont déshydratées dans des bains d’alcool à degrés 
croissants puis plongées dans des bains de toluène et enfin placées dans de la paraffine chauffée 
à son point de fusion (Thermo Scientific Histostar).  L’inclusion des tissus dans la paraffine se 
fait par le passage des échantillons au froid de façon à solidifier la paraffine dans des moules 
permettant la confection de blocs qui se montent alors sur le microtome pour la réalisation des 
coupes (microtome Leica RM2145).  
 
Marquage HES des tissus  
Les coupes en paraffine sont déparaffinées et réhydratées avant d’être colorées au HES 
(Hémalun, Erythoposine, Safran) selon le protocole du labCeti. Les étapes de déparaffinage et 
réhydratation sont assurées par une succession de bains de 3 minutes à base de toluol puis de  
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méthanol de titre décroissant (100% puis 70%) et enfin d’eau. Après la déshydratation les 
coupes sont colorées par différents bains. Les lames sont d’abord plongées dans trois bains de 
3 minutes d’hémalun suivi d’un bain de 3 minutes dans de l’eau, d’un bain de 3 minutes dans 
une solution d’alcool-HCL et de trois bains de 3 minutes dans de l’eau. Les lames sont ensuite 
plongées dans deux bains de 3 minutes d’érythroposine, un bain de 3 minutes dans de l’eau, un 
bain de 3 minutes dans une solution d’alcool éthylique à 70° et enfin deux bains de 3 minutes 
dans une solution d’alcool isopropyl à 100%. Pour finir, les lames sont plongées dans deux 
bains de 3 minutes de safran, deux bains de 3 minutes d’alcool isopropyl à 100% et deux bains 
de 3 minutes de Toluol. Les lames sont ensuite montées à l’aide d’un milieu de montage neutre 
(DPX, Merck) puis observées en microscopie optique (Leica ICC50HD).  
 
Immunomarquage des protéines CD31 et F4/80 
Les coupes en paraffine sont déparaffinées par deux bains de 3 minutes dans du toluol puis deux 
bains de 3 minutes dans du méthanol 100% et enfin un bain de 3 minutes dans du méthanol 
70% avant d’être déposées 10 minutes dans de l’eau. Les lames sont rincées dans du PBS avant 
d’être déposées deux fois 3 minutes dans un bain de glycine 0,1M (Fisher) puis rincées à 
nouveau dans du PBS. Les lames sont ensuite placées 10 minutes dans une solution de peroxyde 
d’hydrogène à 3% (Merck) et rincées au PBS. Les lames sont incubées 1h en présence de PBS-
BSA 0,2% (VWR) avant d’être mis en contact avec 50 µL d’anticorps primaire (tableau R1) à 
4°C durant une nuit dans une chambre humide. Les lames sont ensuite rincées trois fois 5 
minutes avec une solution de PBS-BSA 0,2% (VWR) avant d’être incubées 1h à l’obscurité en 
présence de 50 µL d’anticorps secondaire couplé à la péroxydase (tableau R1). Puis les lames 
sont rincées trois fois 5 minutes dans une solution de PBS-BSA 0,2% (VWR). Le signal est 
ensuite révélé au DAB (Dako) selon les instructions du fournisseur puis la réaction est stoppée 
en plongeant les lames dans de l’eau distillée. Suite au marquage, les lames sont plongées 
quelques secondes dans une solution d’hémalun puis rincées à l’eau avant d’être déshydratées 
à l’isopropanol (deux bains de 3 minutes) et au toluol (deux bains de 3 minutes). Les lames sont 
montées à l’aide d’un milieu de montage neutre (DPX, Merck) puis observées en microscopie 
optique (Leica ICC50HD).  
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 Discussion et perspectives 
A l’heure actuelle, le cancer reste un problème majeur de santé publique. Le cancer est une 
maladie causée par une succession d’altérations génétiques et épigénétiques entrainant 
l’acquisition de propriétés telles qu’une prolifération incontrôlée, une résistance à la mort 
cellulaire par apoptose et l’acquisition d’un pouvoir invasif. Ces propriétés décrites par 
Hanahan et Weinberg sont nécessaires au développement de tumeurs agressives.  De nombreux 
traitements ont été mis en place pour lutter contre le cancer : la chirurgie, la radiothérapie et la 
chimiothérapie en sont les plus courants. Cependant des mécanismes de résistance aux 
traitements et notamment à la chimiothérapie rendent les traitements inopérants. Dès lors, il est 
essentiel d’identifier ces mécanismes de résistance, mais également les acteurs impliqués, afin 
d’améliorer l’efficacité des traitements contre le cancer.  
Des études ont mis en évidence que l’apparition de ces résistances ne provenait pas uniquement 
d’une adaptation des cellules cancéreuses elles-mêmes, mais également du 
microenvironnement. Lors de la progression tumorale, les cellules cancéreuses sont exposées à 
divers stress. Un des stress les plus importants est l’hypoxie. En effet, la croissance de la masse 
tumorale induit une angiogenèse importante qui assure la distribution en oxygène et nutriments. 
Cette formation accrue de néovaisseaux entraine le développement d’un réseau vasculaire 
tumoral anarchique. Ainsi certaines zones de la tumeur, notamment celles au centre de la masse 
tumorale, présentent des zones d’hypoxie dont la pression partielle en oxygène est trop faible 
par rapport aux besoins des cellules cancéreuses. L’hypoxie peut entrainer une résistance aux 
agents chimiothérapeutiques soit en limitant la diffusion des agents anti-cancéreux au centre de 
la tumeur, soit par l’induction de l’expression de gènes cibles en réponse au stress que 
représente l’hypoxie. En effet, en condition d’hypoxie, le facteur de transcription HIF-1 est 
activé et induit l’expression de divers gènes cibles dont TMEM45A, impliqué dans la 
chimiorésistance.  
Lors de cette thèse, nous avons étudié le rôle de la protéine TMEM45A dans la 
chimiorésistance, mais également tenté d’identifier par quel mécanisme cette protéine peut 
moduler la sensibilité des cellules cancéreuses aux agents chimiothérapeutiques.  
 
1. Expression de l’ARNm de TMEM45A dans divers types de cancer 
Le niveau d’expression de l’ARNm de TMEM45A a été analysé dans des biopsies de patients 
atteints de différents types de cancer. TMEM45A est surexprimé dans le tissu tumoral en 
comparaison au tissu sain adjacent dans le cancer du sein, le cancer du rein et le cancer ORL. 
Ces résultats suggèrent que TMEM45A aurait un rôle dans le développement tumoral et/ou la 
réponse aux traitements dans le cas de ces cancers. Nous pouvons alors nous demander si cette  
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augmentation d’expression dans ces cancers est liée à une stabilisation du facteur de 
transcription HIF-1. Dans le cas du cancer du rein et du cancer ORL, le niveau d’expression 
d’une autre cible de HIF-1, CAIX, a été analysé et pour une majorité de patients, une 
surexpression du gène TMEM45A est associée à une surexpression du gène CAIX. Cependant, 
aucune corrélation n’a pu être établie entre le niveau d’expression des deux gènes étudiés. Ainsi 
il serait intéressant d’évaluer l’expression d’autres gènes cibles de HIF-1 mais également 
d’analyser la stabilisation de la protéine HIF-1 par western blot.  
 
2. TMEM45A apporte-t-il un avantage aux cellules cancéreuses ? 
Afin de répondre à cette question nous avons étudié l’impact de l’invalidation de TMEM45A 
dans trois lignées cellulaires : les cellules CAL27 (oropharynx) et les cellules SQD9 (larynx) 
dans le cas du cancer ORL et les cellules RCC4 plus pVHL dans le cas du cancer du rein. Dans 
un premier temps, nous avons analysé le niveau d’expression de l’ARNm de TMEM45A dans 
ces trois lignées en normoxie et en hypoxie. TMEM45A est surexprimé en hypoxie dans les 
cellules CAL27, SQD9 et RCC4 plus pVHL. De plus, le niveau d’expression de ce gène diffère 
entre les modèles étudiés avec un niveau d’expression de TMEM45A croissant dans les cellules 
CAL27, SQD9 et RCC4 plus pVHL. De façon intéressante, la sensibilité des cellules au 
cisplatine est plus importante dans les cellules CAL27 dont le niveau d’expression et l’induction 
de TMEM45A en hypoxie est la plus faible. Sachant que dans la littérature, TMEM45A a été 
impliqué dans la résistance conférée par l’hypoxie face à la mort des cellules 
d’hépatocarcinome induite par l’étoposide et des cellules de cancer mammaire exposées au 
taxol et que ces trois lignées cellulaires sont protégées en condition d’hypoxie face à la mort 
cellulaire induite par le cisplatine, nous avons émis l’hypothèse que la sensibilité des cellules 
cancéreuses au cisplatine pouvait être modulée par la protéine TMEM45A.   
Une invalidation de l’expression de TMEM45A a alors été réalisée par siARN et shARN. Cette 
invalidation entraine bien une diminution du niveau d’expression de l’ARNm de TMEM45A 
dans les trois lignées cellulaires. L’invalidation du niveau d’expression de TMEM45A a 
également été validée au niveau protéique par immunomarquage. Ces expériences ont permis 
de confirmer la localisation de TMEM45A au réseau trans-Golgien dans les cellules de cancer 
du rein et du cancer ORL. Cependant, lorsque TMEM45A est invalidé par shARN dans les 
cellules RCC4 plus pVHL, l’invalidation n’est pas totale en condition d’hypoxie et une perte 
d’invalidation a été observée. Dans ce modèle cellulaire, l’induction de l’expression du gène 
TMEM45A en condition d’hypoxie est importante. Cependant, l’expression du shARN ciblant 
l’ARNm de TMEM45A n’est pas induite par l’hypoxie. Ainsi dans ces conditions, le pool 
d’ARNm de TMEM45A pourrait être plus important que le pool de shARN 22 disponible au 
sein des cellules, entrainant une saturation des shARN par rapport à l’ARNm de TMEM45A. 
Cependant, cette hypothèse n’explique pas l’observation d’une augmentation du nombre de  
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cellules exprimant TMEM45A en condition d’hypoxie au fil des passages post transduction. 
Plusieurs possibilités peuvent expliquer cette observation. La première serait une mauvaise 
intégration du plasmide au sein du génome des cellules cancéreuses et ainsi la perte de la 
transmission de la séquence codante du shARN au fil des générations. Cette possibilité a été 
écartée par une sélection régulière à la puromycine. La deuxième possibilité serait un nombre 
insuffisant de particules virales par cellule lors de l’infection. Ainsi des cellules ayant reçu 10 
particules virales expriment suffisamment le shARN 22 pour observer une diminution 
d’expression de TMEM45A quasi totale alors qu’une cellule ayant reçu uniquement 5 des 10 
particules virales prévues n’exprime pas suffisamment de shARN 22 pour invalider 
TMEM45A. Pour tester cette hypothèse nous pourrions augmenter la MOI utilisée en vérifiant 
préalablement qu’une telle concentration en particules virales n’est pas délétère pour les 
cellules. En effet, en augmentant le nombre de séquences insérées, nous augmentons également 
le risque que l’insertion se fasse dans une région importante du génome. La dernière possibilité 
serait un phénomène épigénétique. En effet, le vecteur inséré au sein des cellules cancéreuses 
comprend différents promoteurs. Alors que l’expression du shARN 22 est sous le contrôle du 
promoteur U6, le gène de résistance à la puromycine est quant à lui sous le contrôle du 
promoteur hPGK (phosphoglycérate kinase humaine). Ces deux promoteurs ne font pas 
intervenir la même ARN polymérase. L’ARN polymérase II se lie au promoteur hPGK alors 
que le promoteur U6 est reconnu par l’ARN polymérase III, excluant une compétition entre ces 
deux promoteurs. Cependant, une étude a montré que le promoteur U6, promoteur riche en ilots 
CpG, serait plus fortement méthylé par des méthyltransférases empêchant ainsi le recrutement 
de l’ARN polymérase (Selvakumar, Gjidoda et al. 2012). Il est alors possible que dans la lignée 
RCC4 plus pVHL, l’expression du shARN 22 soit diminuée par une méthylation du promoteur 
U6. Il serait alors intéressant de réaliser l’invalidation de TMEM45A à l’aide d’un autre vecteur 
ne subissant pas de méthylation.  
 
2.1 Rôle de TMEM45A dans les cellules CAL27 
L’invalidation de l’expression de TMEM45A n’a aucun impact sur les cellules CAL27. En 
effet, aucune modification au niveau de la morphologie et de la prolifération des cellules 
cancéreuses n’a été observée. De plus, l’absence de TMEM45A ne semble pas moduler la 
sensibilité des cellules CAL27 au cisplatine, que ce soit en normoxie ou en hypoxie. Cependant, 
la sensibilité à l’agent anti-cancéreux semble être impactée par la transfection ou la transduction 
par elle-même. Ainsi pour étudier l’impact de l’invalidation de TMEM45A, il faudrait réaliser 
de nouvelles invalidations soit avec un autre contrôle qui n’interfère pas avec la 
chimiosensibilité des cellules, soit suivant un autre protocole. Les premières observations 
suggèrent que l’absence de TMEM45A n’altère pas les cellules CAL27. Si ce gène est 
faiblement exprimé dans ces cellules, il est possible que son invalidation ne soit pas délétère  
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pour la cellule. La résistance en hypoxie fait alors intervenir d’autres mécanismes de 
chimiorésistance. En effet, la protection face aux agents anti-cancéreux conférée par l’hypoxie 
ne semble pas être modulée par TMEM45A dans cette lignée. Ces résultats mettent en avant 
que la protéine TMEM45A n’intervient pas dans la chimiosensibilité de toutes les lignées 
cellulaires.  
   
2.2 Rôle de TMEM45A dans les cellules SQD9 et RCC4 plus pVHL 
Contrairement aux cellules CAL27, l’invalidation de TMEM45A a différents impacts sur les 
lignées cellulaires SQD9 et RCC4 plus pVHL. L’absence de la protéine TMEM45A entraine 
une diminution de la prolifération des cellules SQD9 et RCC4 plus pVHL. En effet, un retard 
de prolifération a été observé entre les cellules contrôles et les cellules invalidées pour 
TMEM45A. Cependant, des observations préliminaires montrent une accumulation des cellules 
en phase S et non un arrêt du cycle cellulaire. Il est alors possible que l’absence de TMEM45A 
induise un ralentissement du cycle cellulaire. La progression des cellules dans le cycle cellulaire 
est régulée par de nombreux points de contrôle. Cette régulation passe par une variation 
cyclique de l’activité des différents complexes cyclines/Cdk via leur phosphorylation ou leur 
distribution au sein de la cellule. Ces points de contrôle assurent notamment la qualité du cycle 
cellulaire et en particulier la fidélité de la duplication de l’ADN. En cas de problèmes, ces 
mécanismes de surveillance stoppent la progression du cycle et activent les voies de réparation 
ou de mort cellulaire par apoptose. Ainsi dans le cas des cellules invalidées, il est possible que 
les cellules restent coincées en phase S plus longtemps soit par un ralentissement de la 
formation de la fourche de réplication et/ou de la progression de l’ADN polymérase, soit par 
une diminution de la fidélité de la réplication nécessitant une réparation des dommages induits. 
Ces résultats pourraient être validés par une étude de la progression des cellules dans le cycle 
cellulaire par cytométrie en flux après synchronisation des cellules et/ou par une étude des 
complexes cycline/Cdk.  
De plus, la présence de larges vésicules a été observée dans les cellules SQD9 invalidées pour 
TMEM45A. Ces observations apportent deux informations. La première est que les cellules 
SQD9 semblent être stressées par l’absence de TMEM45A. La seconde est que l’invalidation 
de TMEM45A n’a pas le même type d’impact suivant le modèle cellulaire puisque les cellules 
RCC4 plus pVHL ne montrent aucun changement de morphologie lorsque TMEM45A est 
invalidé. Nous avons essayé d’identifier la nature de ces vésicules, qui ne sont ni des 
gouttelettes lipidiques ni des vésicules autophagiques. Le rôle physiologique de TMEM45A est 
encore inconnu. Cependant au vu de sa localisation subcellulaire, nous pouvons émettre 
l’hypothèse que TMEM45A serait impliqué dans le trafic vésiculaire et/ou la maturation des 
protéines entre l’appareil de Golgi et le réticulum endoplasmique, soit par un rôle direct, soit 
par la régulation d’une cible impliquée dans le transport et la maturation des protéines au sein  
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de la cellule. Ainsi l’absence de cette protéine pourrait avoir un impact sur la formation des 
vésicules et l’accumulation de protéines mal conformées. Dans les cellules invalidées, une 
surexpression du gène SEPT11 a été observée. Ce gène code pour une protéine de la famille 
des septines impliquées dans le trafic vésiculaire et dans la formation de vésicules lors de la 
phagocytose. Cette dérégulation, à confirmer au niveau protéique, pourrait être responsable de 
la formation aberrante de vésicules dans les cellules invalidées pour TMEM45A. Un 
immunomarquage de protéines impliquées dans le trafic vésiculaire pourrait apporter des 
informations supplémentaires. Il existe trois catégories principales de vésicules dont les 
protéines de surface sont différentes, la clathrine formant les vésicules impliquées dans le 
transport entre le Golgi et la membrane plasmique et COPI et COPII formant les vésicules 
responsables du transport des protéines entre le réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi 
(Alberts B 2002).   
Dans le cas des cellules SQD9, une analyse transcriptomique par RNA sequencing a été réalisée 
dans les cellules contrôles et invalidées pour TMEM45A en absence et en présence de 
cisplatine. Les résultats ont montré une dérégulation de nombreux gènes et possiblement de 
diverses voies de signalisation comme présenté dans l’article soumis dans JBC. Ces analyses 
montrent qu’une exposition au cisplatine entraine la dérégulation de plus de 10 000 gènes. Ainsi 
nous avons comparé les gènes dérégulés par le cisplatine dans les cellules contrôles à ceux 
dérégulés dans les cellules invalidées permettant d’identifier des gènes dont l’expression est 
modulée différemment en présence de cisplatine dans les cellules invalidées en comparaison 
aux cellules contrôles. L’étude des principaux gènes dérégulés en absence et en présence de 
cisplatine a permis d’identifier des dérégulations de voies de signalisation pouvant expliquer 
l’implication de TMEM45A dans les phénotypes observés. Néanmoins, cette analyse est une 
étude transcriptomique, ainsi elle ne permet pas d’identifier les impacts de l’absence de 
TMEM45A sur la production, la dégradation ou la localisation d’autres protéines. De plus, 
certains gènes peu étudiés n’ont pas été associés à des voies de signalisation. Ainsi il est 
important d’analyser l’ensemble des gènes et pas seulement ceux dont l’implication dans des 
voies de signalisation est déjà connue. Il est évidemment également nécessaire de confimer les 
changements d’expresssion en ARNm au niveau protéique. 
L’invalidation de TMEM45A dans les cellules SQD9 entraine également une modification du 
métabolisme des mitochondries. Outre la désorganisation du réseau mitochondrial visible en 
microscopie confocale, une augmentation de la réduction du sel de tétrazolium en dérivé 
formazan a été observée dans les cellules invalidées pour TMEM45A durant les tests de 
viabilité. Cette réduction fait intervenir la succinate déshydrogénase, réductase présente au sein 
des mitochondries. Les résultats de RNA sequencing ont révélé une surexpression de l’ARNm 
du gène UQCR10 (Ubiquinol-Cytochrome C Reductase, Complex III Subunit X) dans les 
cellules SQD9 invalidées pour TMEM45A. Ce gène code pour une réductase présente comme 
la succinate déshydrogénase au sein de la chaine respiratoire des mitochondries. Cette 
augmentation d’expression en absence de TMEM45A pourrait expliquer l’augmentation de la  
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réduction du sel de tétrazolium en dérivé formazan. Ce résultat reste à valider au niveau 
protéique. Il serait également intéressant d’observer le niveau d’expression de ce gène dans les 
cellules RCC4 plus pVHL pour lesquelles aucune modification du métabolisme des 
mitochondries n’a été observée.  
L’invalidation de TMEM45A dans les cellules SQD9 et RCC4 plus pVHL entraine un 
ralentissement du cycle cellulaire, mais également la présence de vésicules et une dérégulation 
de l’activité mitochondriale des cellules SQD9, cellules qui semblent plus sensibles à l’absence 
de TMEM45A que les cellules RCC4 plus pVHL. Cependant, l’absence d’expression de cette 
protéine n’induit pas de stress létal pour les cellules. Ces observations indiquent que la protéine 
TMEM45A apporte un avantage aux cellules cancéreuses sans être néanmoins indispensable à 
leur survie. Ce résultat est en accord avec celui obtenu par E. Roegiers et A. Hayez concernant 
l’absence d’effet du knock out de TMEM45A dans les souris au niveau de leur viabilité (Hayez, 
Roegiers et al. 2016). 
 
3. Double rôle de la protéine TMEM45A dans la chimiosensibilité au cisplatine  
Le rôle de TMEM45A dans la sensibilité au cisplatine a été étudié dans les cellules SQD9 et 
RCC4 plus pVHL. L’absence de TMEM45A induit une augmentation de la sensibilité au 
cisplatine des cellules SQD9 suggérant un rôle anti-apoptotique dans cette lignée cellulaire au 
même titre que dans les cellules d’hépatocarcinome et les cellules de carcinome mammaire 
étudiées par Flamant et al (Flamant, Roegiers et al. 2012). L’augmentation de la 
chimiosensibilité des cellules SQD9 au cisplatine a été observée à la fois en conditions de 
normoxie et d’hypoxie. C’est la première fois que TMEM45A est impliqué dans la 
chimiosensibilité en condition de normoxie. Ces résultats suggèrent que la présence de cette 
protéine, même en faible quantité lorsque les cellules sont incubées en condition de normoxie, 
influence la sensibilité au cisplatine.  
De façon surprenante, l’absence de TMEM45A dans les cellules RCC4 plus pVHL entraine une 
résistance des cellules cancéreuses au cisplatine en normoxie et en hypoxie. C’est la première 
fois également que la protéine TMEM45A est décrite comme étant pro-apoptotique dans des 
cellules cancéreuses. Ces informations indiquent que TMEM45A joue un rôle complexe dans 
la modulation de la sensibilité des cellules cancéreuses aux agents chimiothérapeutiques. En 
effet, la protéine n’a aucun impact sur la chimiosensibilité au cisplatine dans les cellules CAL27 
alors qu’elle semble être anti-apoptotique dans les cellules SQD9 et pro-apoptotique dans les 
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3.1 TMEM45A et les dommages à l’ADN 
Afin d’identifier par quel mécanisme TMEM45A influence la sensibilité des cellules 
cancéreuses au cisplatine, l’induction et la réparation des dommages à l’ADN induits par le 
cisplatine ont été étudiés. Pour cela, l’abondance de la protéine H2AX, marqueur des 
dommages à l’ADN, a été analysée par western blot et immunomarquage. Après une exposition 
au cisplatine, une augmentation de l’abondance de H2AX est observée dans les cellules 
contrôles des lignées SQD9 et RCC4 plus pVHL. Ces résultats signifient que le cisplatine induit 
des dommages à l’ADN dans les cellules SQD9 et RCC4 plus pVHL. En présence de cisplatine, 
alors que la quantité de ces dommages augmente dans les cellules SQD9 lorsque TMEM45A 
est invalidée, la quantité de dommages détectés dans les cellules RCC4 plus pVHL invalidées 
pour TMEM45A diminue. Plusieurs hypothèses sont possibles, l’absence de TMEM45A peut 
moduler l’induction des dommages à l’ADN, la réparation des dommages à l’ADN et/ou 
l’induction de la mort cellulaire par apoptose. Afin d’analyser l’induction des dommages à 
l’ADN et la capacité des cellules SQD9 et RCC4 plus pVHL à détecter les dommages, nous 
avons étudié le profil de phosphorylation des protéines cibles de ATM et ATR par western blot, 
l’abondance de H2AX et le clivage de PARP en présence de cisplatine. Dans le cas des cellules 
SQD9, l’induction et la détection des dommages à l’ADN induits par le cisplatine ne semblent 
pas être impactées par l’absence de TMEM45A. Même si des résultats similaires ont été obtenus 
pour la lignée RCC4 plus pVHL, une légère diminution de la phosphorylation des cibles de 
ATM et ATR a pu être observée dans les cellules invalidées exposées au cisplatine en 
comparaison aux cellules contrôles. Ces observations peuvent être le signe soit d’une 
diminution de l’induction des dommages à l’ADN, soit d’une diminution de la reconnaissance 
des dommages induits par le cisplatine. Dès lors, il serait intéressant d’étudier l’import et 
l’export du cisplatine au sein des cellules RCC4 plus pVHL invalidées pour TMEM45A. En 
effet, une autre protéine de la famille TMEM, TMEM205 a été impliquée dans le transport du 
cisplatine via sa séquestration dans des vésicules, induisant alors une résistance des cellules 
cancéreuses au cisplatine (Shen, Ma et al. 2010, Shen and Gottesman 2012). Il est donc possible 
que l’absence de TMEM45A module la prise en charge du cisplatine et son transport au sein 
des cellules. Pour cela, il est possible de marquer la molécule de cisplatine avec une sonde 
fluorescente et de suivre son transport au sein des cellules par microscopie confocale (Shen, Ma 
et al. 2010). 
La capacité des cellules cancéreuses à réparer les dommages à l’ADN présents après une 
exposition au cisplatine a également été investiguée. Pour cela, les deux lignées cellulaires ont 
été exposées au cisplatine durant 4h, temps d’incubation permettant d’observer des dommages 
à l’ADN avant induction de la mort cellulaire par apoptose. Les données obtenues lors du 
séquençage des ARN des cellules SQD9 ont montré une diminution du niveau d’expression de 
EYA3, diminution validée au niveau protéique. Ce gène code pour une protéine impliquée dans 
la déphosphorylation de H2AX et donc dans la balance mort/survie des cellules cancéreuses  
  
 
Figure D1 : Caractérisation de la sensibilité au cisplatine des cellules SQD9 invalidées 
pour TMEM45A 
L’invalidation de TMEM45A entraine une dérégulation de l’expression du gène EYA3 diminuant 
l’efficacité de la réparation des dommages à l’ADN induit par le cisplatine via la voie de recombinaison 
homologue. L’absence d’expression de TMEM45A induit également un stress basal du réticulum 
endoplasmique et ainsi une activation de la voie de signalisation UPR également activée par une 
incubation en présence de cisplatine, entrainant une activation sévère de cette voie de signalisation. 
L’ensemble de ces dérégulations augmente la sensibilité des cellules SQD9 au cisplatine.  
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après induction des dommages à l’ADN. Nous avons alors étudié le recrutement d’une protéine 
importante dans la recombinaison homologue, RAD51. Dans le cas des cellules SQD9, 
l’absence de TMEM45A entraine une diminution du recrutement de la protéine RAD51 aux 
points de cassure, ce qui diminue l’efficacité de la réparation des dommages à l’ADN par la 
voie de recombinaison homologue (figure D1). Dans le cas des cellules RCC4 plus pVHL, le 
recrutement de RAD51 aux points de cassure ne semble pas être altéré. Cependant l’expérience 
n’a été effectuée qu’une seule fois et doit donc être répétée. De plus, les résultats montrent une 
détection des dommages à l’ADN et un niveau d’abondance de RAD51 plus importants dans 
les cellules invalidées pour TMEM45A. Au vu de la localisation cytoplasmique de RAD51 qui 
devrait être nucléaire, les résultats obtenus ne sont pas interprétables. Il faut donc, pour 
conclure, répéter l’expérience.  
La voie de réparation des dommages à l’ADN étudiée ici est la voie de recombinaison 
homologue. L’étude des autres voies de réparation des dommages à l’ADN, notamment la voie 
NHEJ ou la voie NER, doit être envisagée. En effet, la voie de réparation par excision de base 
(NER) fait intervenir les protéines de la famille ERCC et en particulier ERCC1. Les résultats 
de RNA sequencing ont révélé une diminution d’expression du gène ERCC8 dans les cellules 
invalidées pour TMEM45A en présence de cisplatine. ERCC8 code pour une protéine du 
complexe CSA impliqué dans la réparation des dommages à l’ADN via la voie TCR 
(transcription-coupled repair). De plus, les voies de réparation des dommages à l’ADN suite à 
une exposition au cisplatine peuvent être différentes suivant le type cellulaire. Ainsi dans la 
lignée RCC4 plus pVHL, une autre voie de réparation des dommages à l’ADN pourrait être 
induite. Cette hypothèse mérite d’être investiguée. 
 
3.2 TMEM45A et l’activation de la voie UPR 
Sachant que le cisplatine peut également induire la mort cellulaire par apoptose via un stress du 
réticulum endoplasmique, l’activation de la voie UPR a été étudiée en réponse au cisplatine 
dans les deux modèles. Lorsqu’une cellule est soumise à un stress, ici une exposition au 
cisplatine, elle induit des voies de signalisation en réponse à ce stress. La présence de cisplatine 
peut induire un stress du réticulum endoplasmique auquel la cellule répond en induisant la voie 
UPR. L’induction de cette voie entraine l’activation des acteurs PERK, ATF6 et IRE1. 
L’activation de ces acteurs se fait séquentiellement avec en premier lieu une activation de 
PERK, puis d’ATF6 et enfin d’IRE1. Les cellules RCC4 plus pVHL étant incubées en présence 
de cisplatine durant 48h, nous avons étudié principalement l’activation de IRE1. Cependant 
comme son activation est tardive, les cellules SQD9 ont été exposées également au cisplatine 
durant 48h. Une telle exposition des cellules SQD9 au cisplatine entraine une augmentation de 
la sensibilité des cellules invalidées pour TMEM45A en comparaison aux cellules contrôles. 
Le niveau de phosphorylation de IRE1 n’étant pas toujours observable par western blot, son  
  
Figure D2 : Caractérisation de la sensibilité au cisplatine des cellules RCC4 invalidées 
pour TMEM45A   
L’invalidation de TMEM45A entraine une diminution de l’activation de la voie de sgnalisation UPR 
suite à une incubation en présence de cisplatine. Cette activation modérée en absence de TMEM45A 
favorise la survie des cellules cancéreuses, menant à une résistance à la mort cellulaire induite par le 
cisplatine.   
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activation a été mesurée par l’étude de l’épissage alternatif de XBP1. Suite à une exposition au 
cisplatine, la voie UPR semble être induite. En comparaison aux cellules contrôles, en présence 
de cisplatine, cette induction est plus forte dans les cellules SQD9 invalidées pour TMEM45A 
alors qu’elle est moindre dans les cellules RCC4 plus pVHL invalidées pour TMEM45A. Il a 
déjà été publié qu’une activation de l’UPR pouvait moduler la sensibilité des cellules 
cancéreuses aux agents chimiothérapeutiques (Xu, Wang et al. 2014, Notte, Rebucci et al. 
2015). Les résultats du RNA sequencing ont montré une dérégulation du niveau d’expression 
de plusieurs gènes exprimés en condition de stress du réticulum endoplasmique, suggérant une 
dérégulation de la voie UPR dans les cellules SQD9 invalidées pour TMEM45A. En effet, en 
condition de normoxie et en absence d’agents anti-cancéreux, l’invalidation de TMEM45A 
induit une diminution de l’expression de la calréticuline entrainant probablement une 
accumulation de protéines mal repliées qui pourrait provoquer alors un stress du réticulum 
endoplasmique et donc une activation de la voie UPR. Cette activation se traduit notamment 
par une augmentation de l’expression, visible dans l’analyse transcriptomique, des gènes 
PDIA6, MANF, ATF6B et HSP90B1, signe d’un stress du réticulum endoplasmique. En effet, 
PDIA6 et HSP90B1 sont impliqués dans la prise en charge des protéines mal conformées 
permettant de diminuer l’accumulation de protéines mal repliées. La protéine MANF, quant à 
elle, inhibe l’induction de l’apoptose afin de laisser du temps à la cellule pour rétablir 
l’homéostasie du réticulum endoplasmique. Enfin, ATF6B qui forme un homodimère ou un 
hétérodimère avec ATF6A, est un des acteurs de la voie UPR. De plus, lorsque les cellules sont 
incubées 24h en présence de cisplatine, une dérégulation du niveau d’expression de l’ARNm 
de XBP1 est également observée dans les cellules invalidées pour TMEM45A en comparaison 
aux cellules contrôles. Ces observations suggèrent que l’absence de TMEM45A dans les 
cellules SQD9 induirait un stress basal du réticulum endoplasmique auquel s’ajouterait le stress 
induit lorsque les cellules sont exposées au cisplatine (figure D1). Dans le cas des cellules RCC4 
plus pVHL, l’absence de TMEM45A ne semble pas induire de stress basal du réticulum 
endoplasmique (figure D2).  
Il a déjà été décrit dans la littérature qu’un stress modéré du réticulum endoplasmique pouvait 
mener à une résistance aux agents chimiothérapeutiques alors qu’un stress sévère conduirait à 
la mort cellulaire par apoptose (Bravo, Parra et al. 2013). Ainsi, une exposition au cisplatine 
dans les cellules SQD9 entrainerait un stress plus important du réticulum endoplasmique et 
ainsi l’activation de la mort cellulaire par apoptose alors que dans les cellules RCC4 plus pVHL 
la présence de cisplatine entrainerait un stress modéré du réticulum endoplasmique se traduisant 
par une résistance des cellules cancéreuses à l’agent chimiothérapeutique. 
Afin de valider ces résultats, les modulations d’expression des gènes PDIA6, MANF, ATF6B et 
HSP90B1 doivent être vérifiées au niveau protéique, et il serait intéressant d’investiguer les 
autres acteurs de la réponse UPR. De plus, dans la littérature, il est décrit que la principale 
caspase activée lors de la mort cellulaire par apoptose suite à un stress du réticulum  
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endoplasmique serait la caspase 12. Ainsi il serait intéressant d’étudier l’activation de cette 
caspase dans les modèles étudiés. 
 
3.3 TMEM45A et l’apoptose 
La mort cellulaire par apoptose fait intervenir des protéines pro- et anti-apoptotiques de la 
famille Bcl-2. De plus, dans le cas du cisplatine, la mort cellulaire peut être induite par 
l’activation de récepteur de mort tels que TNFR et Fas. Le niveau d’expression de gènes anti-
apoptotiques telles que Bcl-2 et p21, de gènes pro-apoptotiques tels que Bax, Bad et Bak mais 
également du gène TNFR a été étudié par RT-qPCR. L’absence de TMEM45A n’a pas d’impact 
sur le niveau d’expression de ces différents gènes en absence ou en présence de cisplatine dans 
les deux modèles. Ces résultats suggèrent que la protéine TMEM45A module la sensibilité au 
cisplatine en amont de l’induction de la voie de mort par apoptose via un défaut de réparation 
des dommages à l’ADN ou via une activation différentielle de l’UPR. Mais cette protéine n’a 
aucun impact sur le niveau d’expression des gènes impliqués dans l’activation ou la répression 
de l’apoptose. Cependant, le niveau d’expression d’autres protéines anti-apoptotiques de la 
famille Bcl-2, telles que Bcl-Xl devrait être étudié. De plus, il est nécessaire de valider ces 
résultats par le niveau d’expression protéique de ces différentes cibles, mais également 
d’étudier leur activation.  
D’autres mécanismes de résistance existent et non pas encore été investigués. Outre la prise en 
charge et le transport du cisplatine au sein de la cellule, l’activation de la molécule du cisplatine 
dans le cytoplasme devrait être étudiée. En effet, les analyses transcriptomiques réalisées dans 
les cellules SQD9 ont mis en avant une dérégulation de la voie de détoxification par le 
glutathion, voie impliquée dans la résistance au cisplatine.  Il serait alors très intéressant 
d’étudier si cette voie est réellement dérégulée dans les deux lignées cellulaires et si elle pourrait 
expliquer les modulations de chimiosensibilité observées.  
L’ensemble des résultats in vitro obtenus durant cette thèse devront être validés dans d’autres 
lignées cellules de cancer ORL et de cancer rénal mais également avec un autre shARN 
permettant d’invalider le niveau d’expression de TMEM45A. De plus, afin de confirmer 
l’implication de TMEM45A dans la sensibilité des cellules cancéreuses au cisplatine, il est 
primordial d’étudier la sensibilité des cellules SQD9 et RCC4 plus pVHL soit après une 
surexpression de la protéine TMEM45A, soit après la restauration du niveau d’expression de 
TMEM45A grâce à une transfection de l’ADNc du gène d’intérêt. Pour cela, il est essentiel que 
les shARN utilisés pour l’invalidation ciblent une région non codante de l’ARNm cible telle 
que la région 3’UTR, région absente dans l’ADNc transfecté permettant à l’ARNm transcrit de 
ne pas être ciblé par le shARN.   
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4. TMEM45A a-t-il un rôle dans la croissance tumorale in vivo ? 
L’implication de la protéine TMEM45A dans la croissance tumorale a été étudiée in vivo par 
l’implantation de cellules SQD9 contrôles ou invalidées pour TMEM45A dans des souris Nude. 
En absence de la protéine TMEM45A, la croissance tumorale est plus grande par rapport aux 
tumeurs issues des cellules contrôles. En effet, les tumeurs dont les cellules cancéreuses sont 
invalidées pour TMEM45A ont une croissance tumorale plus rapide et plus importante avec 
une taille des tumeurs augmentée en comparaison aux tumeurs contrôles. De plus, les tumeurs 
issues des cellules SQD9 contrôles ont montré une diminution de la prise tumorale. Ces 
observations, opposées à celle des expériences in vitro, suggèrent que TMEM45A inhiberait la 
croissance des tumeurs in vivo.  
Le profil histologique des tumeurs est modifié par l‘invalidation de TMEM45A. En effet, en 
absence de cette protéine, le ratio entre les cellules cancéreuses et les cellules du stroma 
composant la tumeur est modifié. Dans le cas des tumeurs dont les cellules cancéreuses sont 
invalidées pour TMEM45A, la masse tumorale est plus dense en cellules cancéreuses que les 
tumeurs issues des cellules contrôles. De plus, le stroma (notamment les fibres de collagène) 
est moins important dans les tumeurs invalidées pour TMEM45A en comparaison aux tumeurs 
contrôles. Plusieurs possibilités peuvent être envisagées pour expliquer ces observations. 
L’absence de TMEM45A peut influencer la croissance tumorale soit au niveau de la prise de la 
tumeur notamment via la dégradation du matrigel qui comprend du collagène, soit au niveau de 
la prolifération des cellules cancéreuses elles-mêmes qui vont alors stimuler fortement 
l’angiogenèse soit en favorisant l’échappement des cellules cancéreuses au système 
immunitaire.  
Un immunomarquage des cellules endothéliales composant les vaisseaux sanguins et des 
macrophages, cellules du système immunitaire, a été réalisé afin d’évaluer leur répartition dans 
les tumeurs. L’invalidation de TMEM45A ne semble pas impacter la formation de néovaisseaux 
au sein des tumeurs. La composition du microenvironnement en périphérie des tumeurs est 
quant à elle modulée par l’absence de TMEM45A au sein des cellules cancéreuses. En effet, 
une diminution de l’infiltrat lymphocytaire a été observée dans les tumeurs dont les cellules 
cancéreuses n’expriment pas TMEM45A. La présence de macrophages a été observée à la 
périphérie des tumeurs contrôles et invalidées pour TMEM45A. Le recrutement de ces cellules 
du système immunitaire au près des tumeurs ne semble pas être affecté par l’invalidation de 
TMEM45A avec une abondance de ces cellules similaire entre les deux conditions. Cependant, 
il serait intéressant d’analyser leur polarisation en macrophages M1 anti-tumoraux ou 
macrophages M2 pro-tumoraux. En effet, une modulation de la polarisation des macrophages 
pourrait aussi être impliquée. Cette analyse est réalisable par un immunomarquage du marqueur 
iNOS spécifique des macrophages M1 et du marqueur ARG1 spécifique des macrophages M2 
sur les coupes histologiques des tumeurs.  
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Ces dernières années, de nombreux gènes ont été impliqués dans la régulation de la croissance 
tumorale via une régulation de la réponse immunitaire. C’est le cas du gène GMFB, codant pour 
une protéine impliquée dans l’inhibition de la prolifération tumorale. Cette protéine a été 
impliquée dans la différenciation des cellules T en cellules T « killers » CD4-/CD8+. Ce sont 
ces lymphocytes, représentant 75% de l’infiltrat lymphocytaire, qui une fois activés éliminent 
les cellules cancéreuses (Yamazaki, Tateyama et al. 2005). Ainsi une diminution d’expression 
de ce gène peut induire un échappement au système immunitaire des cellules cancéreuses. Une 
telle diminution d’expression est observée dans les cellules SQD9 invalidées pour TMEM45A.   
Ainsi l’invalidation de TMEM45A pourrait entrainer une diminution d’expression du gène 
GMFB dans les cellules cancéreuses, inhibant alors l’activation des lymphocytes T CD8+. Cette 
activation engendrait par les cellules contrôles pourrait expliquer la diminution du nombre de 
tumeurs développées au sein de ce groupe. Cependant, le modèle de souris Nude choisi pour 
notre étude est déplété pour le gène codant pour les lymphocytes T. Elles ne sont donc pas 
censées produire de lymphocytes T. Il est alors important d’analyser si les lymphocytes recrutés 
à la périphérie des tumeurs sont des lymphocytes T ou bien des lymphocytes B. Cette 
identification peut se faire par un marquage histologique du marqueur CD8. Les lymphocytes 
B représentent 20 % des lymphocytes infiltrant et leur rôle au sein du microenvironnement est 
encore mal connu. Cependant ces derniers sont décrits comme pro-tumoraux (Yuen, Demissie 
et al. 2016). L’infiltrat lymphocytaire est également composé à 5% de cellules NK. Ces cellules 
présentent dans les souris Nude pourraient également être investiguées.  
Un autre gène intéressant dérégulé dans les cellules SQD9 invalidées pour TMEM45A est le 
gène TLR7. Ce gène code pour une protéine qui fait partie de la famille des récepteurs Toll-like 
impliqués dans la reconnaissance des ligands provenant soit des pathogènes (PAMPs pour 
Pathogen-Associated Molecular Patterns), soit des cellules en mort cellulaire (DAMPs pour 
Damage-Associated Molecular Patterns) (Newton and Dixit 2012). Ces récepteurs jouent un 
rôle dans la réponse immunitaire contre des pathogènes en induisant la sécrétion de cytokines 
et chimiokines (Basith, Manavalan et al. 2011). TLR7 est exprimé par les cellules immunitaires, 
les cellules épithéliales, mais également les cellules cancéreuses (Dajon, Iribarren et al. 2017). 
Le rôle des récepteurs TLR dans le microenvironnement est complexe avec d’un côté un rôle 
pro-inflammatoire lorsqu’ils sont exprimés par les cellules du système immunitaire, et d’un 
autre côté un rôle pro-tumoral lorsqu’ils sont exprimés par les cellules cancéreuses.  
Outre les macrophages de phénotypes M2, les cellules myéloïdes suppressives (MDSCs pour 
Myeloid-Derived Suppressor Cells) possèdent également un rôle immunosuppresseur. La 
présence de ces cellules dans le microenvironnement tumoral a été associée à un pronostic 
défavorable et à une résistance aux traitements (Gabrilovich 2017). Une étude a révélé un rôle 
crucial de TLR7 dans le recrutement des cellules MDSC conduisant à une accélération de la 
croissance tumorale et le développement de métastases lorsqu’il est exprimé par les cellules de 
cancer du poumon (Dajon, Iribarren et al. 2019). De plus, TLR7 a déjà été impliqué dans la  
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progression tumorale et la résistance au cisplatine dans un modèle de cancer de poumon 
(Cherfils-Vicini, Platonova et al. 2010). Jusqu’à présent, TLR7 n’a jamais été impliqué dans la 
croissance tumorale des cancers ORL mais sa surexpression observée dans les cellules 
invalidées pour TMEM45A pourrait expliquer les résultats observés.  
Il serait intéressant par la suite d’étudier dans un premier temps la croissance tumorale in vivo 
des cellules RCC4 plus pVHL invalidées ou non pour TMEM45A mais également l’implication 
de TMEM45A dans la réponse au traitement après xénogreffes des cellules SQD9 et des cellules 
RCC4 plus pVHL.  
En toxicologie, il est important de déterminer la dose de létalité d’un composé engendrant la 
mort de 10 % des individus traités (LD10). Dans la littérature, dans le cas du cisplatine, la dose 
utilisée est de 10 mg/kg (Fink, Zheng et al. 1997). Cependant il est possible d’augmenter le 
nombre d’injections en diminuant la concentration de drogue administrée tout en veillant à ne 
pas amplifier les effets toxiques du cisplatine sur les animaux (Chen, Han et al. 2015, Fan, Du 
et al. 2015, Aston, Hope et al. 2017). Nous avons effectué des études préliminaires qui ont 
montré qu’une injection unique de cisplatine à 10 mg/kg entrainait bien une diminution de la 
taille des tumeurs. Cependant, deux semaines après l’injection, la taille des tumeurs 
réaugmentait à nouveau. Le cisplatine a alors été administré sur trois semaines à raison de 4 
mg/kg une fois par semaine, permettant ainsi une meilleure efficacité du traitement. L’étude de 
l’implication de TMEM45A dans la réponse au traitement pourra alors être réalisée par une 
xénogreffe de cellules cancéreuses invalidées ou non pour TMEM45A suivi soit d’un traitement 
au cisplatine à raison d’une injection à 4 mg/kg une fois par semaine sur 3 semaines, soit d’une 
injection d’une solution stérile de NaCl 0,9% par injection intra-péritonéale. Puis, après mesure 
des tumeurs et exérèse, les marqueurs de mort cellulaire par apoptose tels que la caspase 3 
clivée ou bien la cytokératine 18 clivée pourront être analysés par immunomarquage (Linder, 
Havelka et al. 2004, Bressenot, Zimmer et al. 2009).   
En conclusion, in vivo, la protéine TMEM45A jouerait un rôle dans la croissance tumorale via 
une possible modulation de la réponse immunitaire. Ainsi son absence permettrait une 
augmentation de la croissance des tumeurs par un échappement des cellules cancéreuses à 
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Conclusion générale 
Les résultats obtenus durant cette thèse soulignent la complexité et l’hétérogénéité des cellules 
cancéreuses rendant ainsi leur étude difficile. La protéine TMEM45A, qui a été décrite comme 
protéine anti-apoptotique dans divers cancers, est en fait pro-apoptotique dans d’autres. De plus, 
au sein d’un même type de cancer, différentes tumeurs peuvent, en fonction de leur site de 
développement, présenter une sensibilité au cisplatine plus ou moins importante et un niveau 
d’expression de TMEM45A différent qui n’aura alors pas le même impact sur la réponse des 
cellules cancéreuses au cisplatine. Cependant, TMEM45A joue un rôle clair dans la sensibilité 
des cellules cancéreuses au cisplatine.  
L’étude de biomarqueurs notamment au niveau moléculaire permet d’améliorer et de 
personnaliser la prise en charge du patient. Durant ces dernières années, la découverte d’ADN 
tumoral présent dans le sang a permis l’identification de biomarqueurs relargués par les cellules 
cancéreuses dans la circulation sanguine et accessibles par prise de sang. Outre leur utilisation 
dans le développement de nouvelles thérapies, ces biomarqueurs peuvent avoir un rôle prédictif 
comme par exemple dans la réponse aux traitements. Il existe déjà de nombreux marqueurs 
tumoraux prédictifs de la résistance ou de la réponse à une thérapie ciblée et TMEM45A 
pourrait en faire partie.  
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